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Ein Kjeldahl-Apparat. 


Von 
M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1903.) 


Die Verbrennung mit Schwefelsiiture nach Kjeldahl ist 
dann langwierig und mit 6fterem Verlust durch Springen der 
Aufschlufikolben verbunden, wenn Mengen anorganischer 
Substanzen, namentlich Phosphorwolframsiure, Baryumsulfat, 
welche Stofhen verursachen, zugegen sind. Deshalb habe ich 
durch Herrn Universitiitsmechaniker R. Rothe einen Apparat 
konstruieren lassen, bei dem die Kolben wiihrend des Auf- 
schliebens in stiindiger Bewegung gehalten werden, wodurch 
das Stoben absolut vermieden und die Reaktion so beschleunigt 
wird, dafi ich ihn jetzt fiir alle Kjeldahtl-Aufschliisse aus- 
schlieblich benutze. Der Vorteil des Apparates macht sich 
namentlich auch dann geltend, wenn grofere Fliissigkeitsmengen 
einzudampfen sind. 

Der Apparat ist 42 em hoch, die Fubplatte mibt 44,5 >< 22,5 em. 
Vier Jenenser Aufschlubkolben von 200—350 ccm Inhalt werden 
an der um die Liingsachse drehbaren Kisenspange a durch die 
federnden, im Charnier drehbaren Bigel b mit Hilfe der 
Schrauben ¢@ befestigt. Die Spange a wird durch die mit Ex- 
zenter versehene Roile d hin und herbewegt; der Stift e ge- 
stattet ein Offnen des Gelenkes zum Zwecke des Auflegens der 
Transmissionsschnur auf die Rolle, die durch einen kleinen 
Elektromotor oder eine Wasserturbine getrieben wird, Unter 
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den Kolben befinden sich vier einzeln regulierbare Bunsen- 4 
brenner mit Pilzaufsatz, denen das Gas von zwei Seiten ge- q 
liefert wird. Bei nicht sehr schwachem Gasdrucke geniigt q 
einfache Gaszufuhr; es wird dann die zweite Offnung durch { 
den Stopfen f verschlossen. 

Der Apparat wird von Herrn Universitiitsmechaniker R. Rothe ! ‘ 
in Leipzig, der ihn zum D. R. G. M. angemeldet hat, geliefert. i 
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joppe-Sevler’s Zeitschrift fiir phys 


iologische Chemie. Band XLI. Tafel I. 


Abbildung 


des 


Kjeldahl-Apparates, 


Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 


AN 
i 
; 
t 
4 
ia 1 
4 
7 
4 
a 
ay 
mr 


Gs 
pa 
2 
4 
| 
4 
2 
4 
3 
| 
a 
4 
x 
: 
: 
d 


Angebliche Stickstoffgarung durch Faulnisbakterien. 


Zu der Arbeit von A. Schittenhelm und F. Schroter: 
«Uber die Spaltung der Hefenucleinsaiure durch Bakterien>». 
Eine kurze kritische Bemerkung. 

Von 
Carl Oppenheimer, Assistenten des Instituts. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der landwirtschaftlichen Hochschule (Prof. Zuntz) 
zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1903.) 


Auf 5. 70 des XL. Bandes dieser Zeitschrift verOffent- 
lichen Sehittenhelm und Schréter die Resultate einiger 
gasanalytischer Versuche iiber Fiiulnisbakteriengiirung, die sie 
zu dem Resultate fiihren, dab diese Bakterien bei Anwesenheit 
von Nucleinsiure ganz ungeheure Mengen freien Stickstoffs 
entwickeln. 

Wenn diese Tatsache sich bestiitigte, so ware sie von 
auBerordentlicher Bedeutung fiir die Stoffwechselphysiologie, so- 
dafi ich sie mit grofem Interesse entgegennahm. Da _ mich 
allerdings eigene Versuche, tiber die an anderer Stelle berichtet 
werden soll, zu der Ansicht gefiihrt hatten, da die Darmbakterien 
keine erheblichen, in Betracht kommenden Mengen freien Stick- 
stofls produzieren, wenn keine Nitrite oder Nitrate vorhanden 
sind, mubte ich der Arbeit skeptisch gegeniibertreten; da ich 
jedoch unter anderen Bedingungen (im Vacuum) gearbeitet habe, 
so hiitte ich entgegenstehende Tatsachen hinnehmen miissen, 
wenn sie begriindet wiiren. Ich mubte also die Zahlen der 
Autoren genau nachrechnen. Bei dieser Priifung der Zahlen- 
angaben von Schittenhelm und Schréter lassen sich nun 
mehrere grundlegende Fehler nachweisen, die ihre Resultate 
vollig illusorisch machen. 
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Carl Oppenheimer, 


Diese sind so ausschlaggebend, dafi man andere, an sich 
nicht unwichtige Bedenken nunmehr ganz unterdriicken kann. 
Ks erscheint niémlich einerseits die Versuchsanordnung in bezug 
auf Gasdichtigkeit nicht einwandsfrei, sodaf} eventuell atmo- 
spharische Luft eingesaugt werden konnte: andererseits hitte 
man bei einer prinzipiell so neuen und wichtigen Behauptung 
eine Abnahme des Stickstoffs auch durch N-Bestimmung vor 
und nach der Giirung in der Fliissigkeit kontrollieren miissen. 

Wenden wir uns also ohne weitere Kritik zu der IL. Analyse. 
Schittenhelm und Schréter lassen die Giirung bei An- 
wesenheit von Luft) vor sich gehen und untersuchen nachher 
das Giirungsgas -!- der Luft, resp. dem daraus durch partiellen 
Sauerstoffverbrauch durch die Bakterien entstandenen Gemenge. 
Von diesem Gemisch werden in 100 ccm nacheinander CO, und O 
bestimmt. Es ergibt sich 20,6°/o CO, und 8,4°/o0 O. Der Rest 
von 71 cem dient zur weiteren Analyse. Es werden davon 10,8 ¢cm 
verwendet. Zu diesen werden 38,8 ecm reiner Sauerstoff hinzu- 
vesaugt und explodiert, wobei eine Kontraktion von 13,2 ccm 
eintritt. Weitere 0,7 ecm werden dann noch durch Kalilauge 
absorbiert, sodal 85,7 cem Restgas bleiben. Es ist also Wasser- 
stoff und Methan vorhanden gewesen. 

Fiihrt man nun die Berechnung des Gases richtig aus, 
so erhiilt man folgende Werte: | 

Aus der Kontrakiion von 13,2 ergibt) sich nach Abzug 
der Kontraktion fiir CH,: H = 7,9 cem. 

Aus der gefundenen CQO,-Menge von 0,7 ergibt sich 
CH, = 0,7 cem. 

Nach den Gleichungen 2H, -- O, = 2H,O0 und CH, +- 


20, = CO, + 2H,0 ist an Sauerstoff verbraucht worden 
3.95 +. 1,4 — 5,4 cem. 


Z7uvesetzt waren 38.8 ecm, das Restgas enthalt demnach 
noch 33.4 cem O. Das gesamte Restgas betrug noch 35,7, 
folylich bliebe ein als N anzusehender Rest von 2,5 ccm. 

Die eigentlich notwendige SchluBkontrolle des noch tat- 
siichlieh vorhandenen Sauerstoffes durch Explosion mit zu- 
eesetztem reinen Wasserstoff ist von Sehittenhelm und 
Schroter aus Griinden, die wir unten bald ersehen werden, 
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Angebliche Stickstoffgaérang durch Fiiulnisbakterien. 


nicht ausgefithrt worden, wir gezwungen sind, diesen 

Rest unter Vorbehalt tatsichlich als Stickstoff anzusehen. 

Die so erhaltenen Zahlen geben die prozentische Zu- 
; sammensetzung des von CO, und O, befreiten Restgases, in- : 
: dem man die Kubikzentimeter durch 10,8 dividiert. | 

‘ Dann ergibt sich: H = 72,99/o 


CH, = 6,48°/o 
soda} fiir den Stickstoff noeh 20,60 
iibrig bleiben. Nach der Annahme von ca. 2.3 cem Reststick- 
stoff waren auch ca. 21°/o Stickstoff des CO,- und O,-freien 
Gases (10,8 ccm) verlangt, sodaf diese Zahlen innerhalb der 
Fehlergrenze tibereinstimmen. 

Dies wire also die prozentische Zusammensetzung des 
CO,- und O,-freien Restgases. Um diese Zahlen auf das ur- 
spriingliche Gas umzurechnen, muf man beriicksichtigen, dal 
dieser Rest 71°/o betrug; man mul also die erhaltenen Zahlen 
mit 0,71 multiplizieren. Dann ergibt sich als komplete Analyse 
des Giihrungsgases +- Luft: 


H, = 51,740 
CH, = 4,60°/o 
CO, = 20,6 
O, = 8,4 
N, = 14,66°/o (Differenz) 
100,00°o. 


Aus den eigenen Zahlen ergibt sich also, daf von einer 
Neubildung von Stickstoff gar keine Rede sein kann, da der 
N-Gehalt sogar viel kleiner erscheint, als er nach dem Sauer- 
stoffgehalt sein miibte. Bei 8,4°/o O miiBte er selbst dann 
noch ca. 33,5°/o betragen, wenn man gar keine O-Zehrung 
durch die Bakterien annimmt. Es liegen hier also zweifellos 
noch Ungenauigkeiten in der Analyse vor, die sich nicht auf- 
kliiren lassen. 

Dagegen rechnen nun Schittenhelm und Schroter fiir 
H und N ganz andere Werte heraus, niimlich H = 7,9°/, 
woraus sie dann unter Anrechnung von 20,6°/o CO, und 
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8.4°/o O einen N-Gehalt von 58,5°/0 angeben. Der Methanwert 
CH, = 4,6°/o stimmt mit meiner Berechnung tiberein. Zu 
ihrem H-Wert von 7,9°/o sind sie augenscheinlich in der Art ge- 
langt, daf sie die gefundenen Kubikzentimeter einfach als Prozente 
einsetzten. Kin weiterer Grundirrtum geht aus den Zahlen dieser 
ersten Analyse klar hervor. Schittenhelm und Schroéter 
haben niimlich den nach der Explosion tibrig gebliebenen Gas- 
rest von 35,7 ccm ohne weiteres als Stickstoff bezeichnet, ?) 
wiihrend er in Wirklichkeit, wie wir oben zeigten, fast ganz 
aus dem unverbrannten Rest des zugesetzten Sauer- 
stoffes bestand, und nur ca. 2 cem davon Stickstoff sein 
konnen. Und nun sehen wir auch, warum Schittenhelm und 
Schroéter die notwendige SchlufSkontrolle jeder derartigen 
Analyse, die Bestimmung des wirklich vorhandenen Restsauer- 
stoffes nicht ausgefiihrt haben, weil sie niimlich an diesen Uber- 
schuh an Sauerstoff gar nicht dachten. 

Miissen wir demnach zu dem SchluB kommen, daf diese 
erste Analyse von Schittenhelm und Schroter giinzlich 
falsch berechnet ist, so stofen wir in den folgenden Bestimm- 
ungen auf einen neuen methodischen Fehler. 

Diesmal war anscheinend das Gas zu arm an Wasserstoff,?) 


') Es hiitte doch blof$ einer Vergleichung des Anfangsvolumens 
(10.8 ccm) mit dem Restgas (35.7) bedurft, um den Irrtum zu konstatieren. 

?) Kin Uberschlag der vorher vorhandenen Luft im Verhiltnis zum 
Giirungsgas ergibt in der Tat, daB bei einer analogen Sauerstoffzufuhr 
(vierfach), wie im ersten Versuch, das Gas selbst dann zu arm an 
Knallgas gewesen wire, wenn das Girungsgas aus reinem be- 
standen hiitte. Die Zahlen sind folgende: 

In Versuch IH sollen 265,9 ccm mehr N vorhanden gewesen sein, 
als den 575 ecm Gesamtgas an Luftstickstoff entsprechen. Nimmt man 
diesen ganzen sogenannten «<Stickstoff»> als Wasserstoff an, 
so enthielt also das Gesamtgas 46,2°/o Wasserstoff. nach Sauerstoffzusatz 
also 46,2 + 23,1 = 69,3°/0 Knallgas. Nach vierfacher Verdiinnung mit O 
(nach Analogie des ersten Versuches) wire dann der Knallgasgehalt 
[38° gewesen, d. h. unter der nach Bunsen (Gasometr. Methoden, 
Il. Aufl., S. 72) ca. 20—22°/o betragenden Explosionsschwelle. In Ver- 
such Ill: 216,7 cem tiberschiissiger «Stickstoff> in 848,7 ccm Gesamtgas 
als H angenommen, Knallgasgehalt (216,7 + 108,3 = 325,0) auf 5 > 849 = 
weniger als 10°/o, also ebenfalls nicht explosibel. 
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oder es wurde zu viel Sauerstoff zugesetzt (dessen Menge iibrigens 
gar nicht angegeben ist), soda eine spontane Explosion nicht 
erfolgte. Dies geniigte den Autoren, um eine Anwesenheit von 
H und CH, einfach auszuschlieben, anstatt durch Zusatz von 
Knallgas oder gemessenem Wasserstoff eine Explosion auf jeden 
Fall herbeizufiihren, da nur durch das Ausbleiben einer Kon- 
traktion bei erfolgter Explosion die Anwesenheit brennbarer 
Gase ausgeschlossen werden kann. Denso iibersehenen Wasser- 
stoff und CH, nahmen die Autoren wiederum fiir Stickstoff 
(den zugesetzten Sauerstoff, iiber den kein Wort gesagt wird, 
vielleicht auch?), und erhalten so Werte von 89,7, 90,7, 73,9°/o N 
in dem urspriinglichen Gemenge. 

Sie rechnen auf diese Weise ungeheure Stickstoffmengen 
heraus, die von den Bakterien produziert sein sollen. 

Aus meinen Ausfiihrungen geht wohl zur Geniige hervor, dab 
durch die Untersuchungen von Schittenhelm und Schroter 
diese Frage nicht gelost ist, da ihre Resultate infolge grober 
methodischer Fehler vollig wertlos sind. 
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Uber die Spaltung der Gelatine. 
Von 
P. A. Levene. 


(Zweite Mitteilung.) 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhauser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1903.) 


dekanntlich unterscheidet sich die Gelatine von anderen 
Eiweibkorpern dadurch, sie gegen die Einwirkung der 
proteolytischen Enzyme sehr widerstandsfihig ist. Durch diese 
Enzyme und hauptsiichlich durch Trypsin werden Eiweifkérper 
gewOhnlich in Albumosen, Peptone und schlieBlich in Mono- 
und Diaminosiiuren zersetzt. Bei der Gelatine sollte der enzy- 
matische Abbau auf solche Weise vor sich gehen, dafi nur 
Albumosen und Peptone dabei entstiinden. Zwar hat jiingst 
Reich-Herzberger in Thierfelders Laboratorium auch dabei 
das Vorkommen von Leucin bewiesen, aber nur. in ganz ge- 
ringer Ausbeute. Gerade wegen dieser Resistenzfahigkeit schien 
die Gelatine ein gut geeignetes Material fiir die Untersuchung 
der primiiren Abbauprodukte zu bieten. Auf Grund der gegen- 
wirligen Kenntnisse iiber die Albumosen ist man berechtigt, 
anzunehmen, dab sie eine einfachere Zusammensetzung als die 
natiirlichen Eiweibkorper haben. 

Peptone sollten also die einfachsten und auch die resistenz- 
fiihigsten Teile des Proteinmolekiils vorstellen. Um die Natur 
dieser Bestandteile kennen zu lernen, habe ich schon vor zwei 
Jahren das Studium der Verdauung der Gelatine unternommen. 
Unterdessen sind die grundlegenden Arbeiten yon EK. Fischer 
iiber Peptide erschienen. Fischer hat die wichtige Beobach- 
tung gemacht, dal die von ihm synthetisch dargestellten Poly- 
peptide eine verschiedene Resistenzfahigkeit gegen Pankreatin 


ae 
a 


Uber die Spaltung der Gelatine. IL. 9 


besitzen. Die Polypeptide, welche ein Produkt der Konden- 
sation von Glykokoll und Alanin darstellen, werden durch das 
Enzym nicht angegriffen, im Gegenteil, diejenigen, welche im 
Molekiile auch Leucin enthalten, geben das letztere bei Ein- 
wirkung von Pankreatin leicht ab. Nun wurde auch in Fischers 
Laboratorium festgestellt, dab das Gelatinemolekiil sehr reich 
an Glykokoll ist. Es schien ganz natiirlich, zu erwarten, dab 
die eiweifartigen Endprodukte der Verdauung der Gelatine 
auch hauptsiichlich aus Glykokoll bestiinden. Die Resultate 
unserer Analysen der verschiedenen Gelatosen schienen diese 
Annahme zu unterstiitzen. Es stellte sich niimlich heraus, dal 
die Gelatosen einen héheren Gehalt an Glykokoll besaven, als 
die Gelatine. Nun aber ergab die Analyse eines Peptons ganz 
iiberraschende Resultate: es enthielt wieder nur so viel Glyko- 
koll, wie die urspriingliche Albumose. Diesen Befund machte 
ich zur Zeit, als ich meine erste Mitteilung tiber die Verdauung 
der Gelatine machte. Er war aber meinen Erwartungen so 
widersprechend, dai ich ihn nicht ohne weiteres Nachpriifen 
verOffentlichen wollte. Ein zweiter Versuch wurde unternommen, 
in welchem die Gelatine zehn Monate der Verdauung iiber- 
lassen wurde. Das aus diesem Verdauungsprodukt erhaltene 
Pepton enthielt auch nicht mehr Glykokoll, wie die urspriing- 
liche Gelatine, also nicht so viel wie die Gelatosen. Um fiir 
diesen befund eine Aufkliirung zu finden, schien es notwendig, 
eingehender zu untersuchen, ob sich bei langdauernder Ein- 
wirkung von Trypsin noch andere Produkte auBer Leucin bilden. 
Das Filtrat vom Phosphorwolframsiiureniederschlage, welcher 
das Pepton enthielt, wurde dann auf die Darstellung der Mono- 
aminosiiuren verarbeitet, und dabei stellte es sich heraus, daf 
die geléste Substanz hauptsiichlich aus Glykokoll bestand; die 
anderen Sauren, obwohl vorhanden, konnten nur in ganz ge- 
ringen Mengen gewonnen werden, sodafh nur das Leucin mit 
Sicherheit identifiziert werden konnte. Die Ursache des nie- 
deren Giykokollgehaltes des Peptons ist also klargestellt. 

Auber den Amidosiiuren bildet sich bei der tryptischen 
Verdauung der Gelatine auch reichlich Ammoniak, wie es 
Dz. L. B. Stookey festgestellt hat. 
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Darstellung des Peptons. 


Die Gelatine wurde in der zehnfachen Menge 0.5 °/oiger 
Losung von Natronkarbonat aufgelést und nach Zugabe von 
{1 g Trypsin (purissimum Griibler) per Liter mit Toluol stehen 
gelassen. Nach mehreren Monaten wurde die Lésung einge- 
engt, und die noch in ganz kleiner Menge vorhandenen Albu- 
mosen mit schwefelsaurem Ammoniak entfernt. Das Filtrat 
wurde von Schwefelsiiure und Ammoniak in tiblicher Weise 
befreit und das Pepton aus der angesiiuerten Lésung mit 
Phosphorwolframsiure gefillt. Dieser Niederschlag konnte noch 
andere basische Produkte enthalten, hauptsiichlich die soge- 
nannten Hexonbasen. Um diese zu entfernen, wurde er mit 
kochendem Wasser wiederholt behandelt, bis die heifen Aus- 
zuge beim Abkiihlen keinen Niederschlag mehr bildeten. Die 
Phosphorwolframsiureverbindungen der Hexonbasen sind in 
kochendem Wasser loslich. Der Riickstand stellte beim Ab- 
kiihlen eine harte steinartige Masse vor. Diese wurde in kleinen 
Teilen mit Ammoniak verrieben und so in Loésung gebracht. 
Die Schwetelsiiure und die Phosphorwolframsiure wurden dann 
in bekannter Weise entfernt und das Ammoniak verjagt. Die 
konzentrierte LOsung wurde in absoluten Alkohol eingetragen, 
der Alkohol dekantiert und der Niederschlag wiederholt mit 
absolutem Alkohol und dann mit Ather extrahiert. Der Alkohol 
schien noch einen nicht geringen Teil des Peptons in Loésung 
zu halten. Dieser kam aber nicht zur Untersuchung, Das im 
Alkohol unlésliche Pepton stellte ein weibes sehr hygroskopisches 
Pulver dar. Es wurde im Vacuum iiber Schwefelsiiure und 
dann im Luftbad bei 120° C. getrocknet. 

Bei der Analyse ergab das Priiparat die folgenden Zahlen: 

Das Priiparat enthielt 1,01°/o Asche. 

0.2360 ¢ der Substanzen gaben bei Verbrennung 0,3975 g CO, und 
0.1425 H,O. 

0.2312 ¢ der Substanz gaben bei p. 760 mm und t® — 17° C, 

59,00 Stickstoff (iber Kalhlauge). 


Glutinpepton 


von Siegfried von Levene 
C 46,760 45,96 
H 6,23 6,71 
N= 17,32 °/o 17,93 °/o 
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Um die moglicherweise noch vorhandenen Spuren von 
Albumosen zu entfernen, wurde der Alkoholniederschlag wieder 
in Wasser aufgelOst, mit schwefelsaurem Ammon gesiittigt und 
die Albumosen abfiltriert. Das Filtrat wurde von Schwefelsiiure 
und Ammoniak auf tibliche Weise befreit und die konzentrierte 
Losung des Peptons wieder in absoluten Alkohol eingetragen. 

45 g dieses Peptons wurden mit 150 cem konzentrierter 
Salzsiiure 5 Stunden gekocht und die Lésung nach E. Fischers 
Verfahren verestert. Die Ausbeute an salzsaurem Glykokoll- 
ester betrug 13,5 g, also 17,4°/o an Glykokoll. 

Kin zweiter Versuch wurde auf ihnliche Weise angestellt. 
31,5 ¢ der Substanz gaben 7,175 g des salzsauren Glykokoll- 
esters, sie enthielt also 15,34°/0 Glykokoll. 

Der Gehalt der Gelatine an Glykokoll betrug 16,5°/o, der 
der Gelatosen reichte bis etwa 20°/o. 

Es ist also ersichtlich, daf das Pepton eine geringere 
Ausbeute an Glykokoll lieferte als die Albumosen. 


Die bei der tryptischen Verdauung der Gelatine entstehenden 
Aminosauren. 


Um diese zu erhalten, wurden 1500 ¢ Gelatine in 15 1 
einer Lo6sung von 0,5°/o Natriumkarbonat und 0,2°/o Trypsinum 
purissimum Griibler aufgenommen und zehn Monate der 
Verdauung iiberlassen. Die Lésung wurde dann konzentriert, 
mit Schwefelsiiure angesiiuert und die Albumosen, Peptone und 
Basen durch Phosphorwolframsiiure entfernt. (Nur 6 | von den 15 
wurden zum Versuche gebraucht.) Das Filtrat vom Phosphor- 
wolframsiiureniederschlag wurde auf tibliche Weise von der 
Siaure befreit, zur Trockene eingedampft und nach Fischers 
Verfahren mit Salzsiiure und. absolutem Alkohol verestert. Es 
schied sich erst Kochsalz aus, welehes man leicht abfiltrieren 
konnte. Nach dreimaligem Verestern erstarrte die LOsung durch 
die Ausscheidung von salzsaurem Glykokollester. In vacuo iiber 
Schwefelsiiure getrocknet, betrug der Ester 40g. — Zweimal 
aus absolutem Alkohol umkristallisiert, besa’ er den Schmelz- 
punkt von 144°C, 
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Das Filtrat vom Glykokollester wurde nach Fischers 
Verfahren bei 14mm Druck von Salzsiéure befreit und fraktioniert. 

Ks gelang, dabei die folgenden Fraktionen zu erhalten: 

60—85° C. 8) 
85—100° » 1,5 » 
100—-130° » 11,5 » 
» 11,5 > 

Die ersten zwei Fraktionen wurden durch Kochen mit 
Wasser, die anderen mit Barythydrat verseift. 

Beim Eindunsten der ersten Fraktion erhielt man einen 
Niederschlag, der, aus Wasser umkristallisiert, bei der Analvse 
die folgenden Zahlen ergab: 

O113L g der Substanz gaben bei Verbrennung 0,2055 g¢ CO, und 
0.0975 g H,O, also C — 49,65°o und H — 9,49%o. 

Er bestand also wahrscheinlich aus den niederen 
Aminosiiuren. 

Die zweite Fraktion bestand hauptsiachlich aus Leucin. 

0,0928 g der Substanz gaben 0,1860 ¢ CO, und 0,0875 ¢ H,O. 


Fiir C,H,,NO, berechnet Gefunden 
C — 54,96%o C — 54,63 °/o 
H — 9,92°o H — 10,47°/o 


Die dritte und vierte Fraktion wurde vereinigt, der Phenyl- 
alaninanteil nach Fischers Verfahren getrennt und mit 
Salzsiiure verseift. Die Ausbeute an Phenylalanin reichte zur 
Analyse nicht aus, die Kristalle konnten aber in Phenylacet- 
aldehyd leicht umgewandelt werden. 

Die wiisserige LoOsung von Glutaminsiiure und Asparagin- 
siiture mit Barythydrat verseift und von letzterem quantitativ 
befreit, wurde bei stark vermindertem Druck eingedampft und 
mit gasfOrmiger Salzsiiure gesiittigt. Es schied sich dabei beim 
Erkalten Glutaminsiiure aus, aber wieder in ganz kleiner Quan- 
titiit, sodab man sie analysenrein nicht gewinnen konnte. 


Die Ammoniakbildung bei der tryptischen Verdauung der Gelatine 
(von L. B. Stookey ausgefiihrt). 

Diese Versuche wurden im Herbst 1902 ausgefiihrt, als 
die Endprodukte der tryptischen Verdauung der Gelatine noch 
unbekannt waren. Es war die Aufgabe der Versuche, zu er- 
forschen, ob bei dem Ubergang der Gelatine in primiire Gelatosen, 
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Uber die Spaltung der Gelatine. IIL. 13 


und dieser in sekundare und schlieBlich in Pepton, eine steigende 
Bildung von Ammoniak von statten ging. Es erwies sich, daB 
bei der andauernden Verdauung die Menge der primiiren Gela- 
tosen allméhlich abnahm, wiihrend die der sekundiiren und 
des Peptons stieg; dabei nahm die bildung des Ammoniaks 
immer zu. Also auch in dieser Beziehung verhielt sich die 
Gelatine wie die echten Eiweifikérper. 

Das Fraktionieren der Verdauungsprodukte wurde mit 
Zinksulfat ausgefiihrt. 100 g Gelatine wurden mit 1 Liter 
0,5°/oiger Natronkarbonatlésung aufgenommen, mit Toluol ver- 
setzt, 24 Stunden stehen gelassen und dann filtriert; zu 200 cem 
des Filtrates wurden 20 cem einer konzentrierten Zinksulfat- 
losung, welche 5°/o Schwefelsiiure enthielt, zugefiigt und die 
Losung in Portionen von je 11 ccm verteilt. Zu diesen 
Portionen wurden dann steigende Mengen von einer kon- 
zentrierten Zinksulfatlbsung zugefiigt und tiber Nacht stehen 
gelassen. Sie wurden dann filtriert, und das Filtrat jeder 
Portion mit einem Kubikzentimeter Zinksulfathbsung wieder 
liber Nacht stehen gelassen. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle angegeben. 


| Konzentr. | | Konzentr. 
Filtrat I | Zinksulfat- | Filtrat Il | Zinksulfat- 
lésung | lésung 
11 ccm | 8cem | Tritbung Lem Niederschlag 
11 >» | 9 » |Niederschlag}] 20 > | 1 > > 
11> | 10 » 21 4 
11 » ff >» | > 22 1 » » 
11 » 12 >» | > 23» 1 » > 
11 » 13 >» > 24 » Triibung 
11» 14 >» | » Klar 
11 >» 1 > | » | 26 > | 1 » | Tritbung 
11 » 16 » | > Niederschlag 
11 >» 17 > | 28 
11 » 18 » | » 29 me » 
lt >» 19 > | » 30> , 
ll > 20 >» | > 31 >» 1 » > 
21 > | » 32 Triibung 
11 » > | 33 >» | 1 » Klar 
11 23 | 34 » (Zinksulfat bis Niederschlag 
| zur Sattigung | 
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Aus dieser Tabelle ist es ersichtlich, dafi sehon nach 
24 stiindiger Verdauung drei verschiedene Fraktionen von 
Gelatosen zu erhalten sind. 

Die Hauptmenge wurde der weiteren Verdauung— iiber- 
lassen, von Zeit zu Zeit 8*Portionen von je 20 ccm entnommen. 
Zu der ersten wurden 2 ccm der sauren und 28 ecm der 
neutralen ZinksulfatlOsung zugefiigt: die zweite Portion wurde 
in derselben Weise mit 46 cem der Loésung behandelt, die 
dritte Zinksulfat gesatligt. Sie wurden alle tiber Nacht 
stehen gelassen und in den Filtraten eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl-Gunning ausgefiihrt. In einer vierten Portion 
aus 100 com wurde die Menge des Ammoniaks bestimmt. 

Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 
angegeben: 


Dauer Kraktion A Fraktion B Fraktion G | Ammoniak 
der - N in %J N in °%o N in %o N in %%/o 


Verdauung | des Gesamt-N | des Gesamt-N | des Gesamt-N | des Gesamt-N 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


Stunden 46 27,0 61.2 0,17 
24 — 18,2 42,7 042 
72 — - 34,7 0,62 
> 32.7 0.85 
13 Tage — _ 21,2 1,31 
27» — — 5,02 
YW)» — — 8.38 
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Untersuchungen tiber tierische Leimstoffe. 
Il. Mitteilung. 


Das Verhalten gegen Salzlosungen. 
Von 


WI. S. Sadikoff aus St. Petersburg. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1903.) 


Im folgenden sollen einige Beobachtungen kurz mitgeteilt 
werden, die von mir tiber das Verhalten verschiedener Leim- 
stoffe gegen SalzlOsungen angestelll worden sind. Die Ver- 
Offentlichung triigt mehr den Charakter einer vorliiufigen Mit- 
teilung und hat den Nebenzweck, mir das ungestérte Arbeiten 
auf diesem Gebiete zu sichern. 

1. Verhalten verschiedener Leimstoffe in bezug 
auf ihre Loslichkeit in Salzlosungen. Im Ansechlub an 
die Arbeiten anderer Autoren Pascheles,!) Pauli?) Levites?) 
iiber die Einwirkung von Salzen auf Gelatineldsungen habe 
ich das Losungsvermogen verschiedener starker SalzlOsungen 
auf die von mir‘) dargestellten und analysierten Leimstoffe 
untersucht. Die gepriiften Substanzen waren kiéufliche gereinigte 
Gelatine, Sehnentrypsinglutin A, Nasen-, Tracheal- und Ohren- 
knorpelglutein und kamen in Form feiner Pulver, wie man sie 
durch Zerreiben der durch Alkohol aus wiisseriger LOsung er- 
haltenen und getrockneten Niederschliige gewinnt, zur Anwendung, 
Die SalzlOsungen waren 50°/cige wiisserige oder, wenn die Los- 
lichkeit eine geringere war, kalt gesiitligte wiisserige. Die 
') Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 71, S. 333. 

*) Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 2, 5. 1. 
*) Journ. d. russ. phys. chem. Ges., Bd. 34, 3. 110 u. 439. 
4) Diese Zeitschr.. Bd. XXXIX, 396 u. 411. 
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Temperatur betrug 18°. Die Ergebnisse der Versuche sind in 
folgender ‘Tabelle zusammengestellt. bedeutet  ldslich; 

hedeutet unléslich oder teilweise léslich: kein Zeichen be- 
deutet, dai mit dem Salz kein Versuch ausgefiihrt worden ist. 


— 
SIS|(S |B le 
Alta | ™ | 
| | | 
Sehnentrypsin- | | 
| Schwer schwer  schwer | 


Kin Unterschied zeigt sich also nur in dem = Verhalten 
gegen KCI, NaCl, KNO, und KCN, aber hier tritt er sehr deut- 
lich hervor, insofern die Gluteine von den L6sungen dieser 
Salze aufgel6st werden, wihrend das Sehnenglutin in ihnen 
ganz oder teilweise unléslich ist und die Handelsgelatine nur 
von der Kochsalzl6sunge vollig: gelOst wird. 

2. Verhalten der gereinigten Gelatine gegen Ka- 
liumnitrit- und Kaliumehloridlésungen. Schiittelt) man 
trockene Gelatine mit neutraler 50°/oiger Kaliumnitritlisung, so 
geht em Teil in Losung, ein anderer Teil bleibt ungelést und 
kann auch durch neue Kaliumnitritlbsung und bei anhaltendem 
Schiitteln nicht in) Losung gebracht werden. Der ungeliste 
Teil sowie die zuniichst zugefiigte Salzljsung nehmen eine 
Rosafarbe an: die spiiteren Portionen der SalzlOsune, welche 
keine Gelatine mehr aufnehmen, fiirben sich auch nieht mehr 
rosa. Die Fiirbung riihrt vielleicht von schwer entfernbaren 
Fiiulnisprodukten her, welche der Handelsgelatine beigemengt 
sind. Bei Benutzung kKaltgesittigten Kaliumchloridlosung 
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macht man ganz dieselbe Beobachtung, nur dab hier keine 


Farbenerscheinungen auftreten. 

; Man kann also mit Hilfe dieser Salze die Gelatine zerlegen, 
: 3. Einwirkung der Erhitzung auf die Salzléslich- 
keit. Erhitzt man die trockenen Priiparate, so verlieren sie 
i clmihlich ihre Loslichkeit in Salzlbsungen, wiihrend (bei den 
} yon mir benutzten Versuchsbedingungen) die Loslichkeit in 
: heiBem Wasser erhalten bleibt. Die Einzelheiten ergeben sich 
: aus folgender Tabelle, aus der man gleichzeitig ersehen wird, 
auch in dieser beziehung die verschiedenen Leimstoffe 
Unterschiede zeigen. 


Gereinigte Handelsgelatine. 


|_| || | | 
Nach dem Trocknen | | 
im Vacuum bei 18° | | | ry 
| schwer | | 
beils*® | — | — | — | 
Nach 3stiind. | | | | | 
Erhitzen | i 
auf 135° bei 37° | | + 
Nach 6stiind. Erhitzen! | | | | | i 
auf 135° bei 37° | | | | | | | ; 
| schwer | | schwer sehwer | 
Nach 12stiind. | | | +. + 
| } | | | 
| | | | | | | | 
Nach 24stiind. | | | | | 
0 | Schwer | sehwer ‘sehwer schwer | 
Nach 30stiind.Erhitzen | | | 
auf 110° bei 37° | | 


bo 
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Sehnentrypsinglutin A. 


| 
rhe | | | 
Nach dem Trocknen | | | 
im Vacuum bei 18° | | | | wing 
Nach Sstiind. Erhitzen| | | 
auf 135° bei 37° | | 


| aa 


Nach dem Trocknen im Vacuum 
bei 18° | 


| 
| schwer 


bei18°: , 


Nach 2stiindigem 
Krhitzen auf 135° | 
bei 37° | | +L 


schwer | 


| 
bei — | — | | | 
Nach 6stiindigem | | 
Oro | , | Schwer Schwer. 
Nach lOstiindigem Erhitzen | | | | 
auf 135° bei 37° | | | | rt 
| | 
i } | 


Man beobachtet hier an der Hand des Verhaltens zu 
Salzlosungen eine wiihrend des Erhitzens sich allmiihlich voll- 
ziehende Veriinderung des Glutins. welche vermutlich in einer 
zunehmenden Kondensation unter Wasseraustritt. besteht. Ein 
noch hoherer Grad von gleichsinniger Veriinderung wurde von 
Hofmeister!) durch anhaltendes Erhitzen auf 130° erreicht. 


Diese Zeitsehrift. Bd. 313. 
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kr fiuberte sich darin, daB das Priiparat (gereinigte kéiufliche 
Gelatine) nunmehr erst bei 15—2Ostiindigem Kochen mit 
Wasser oder bei 2stiindigem Erhitzen mit Wasser in ge- 
schlossenem Rohr auf 120° in Lésung ging. Die von mir 
beobachteten Zustinde diirften als Zustiinde geringerer Konden- 
sation aufzufassen sein, bei denen noch Léslichkeit in heiBem 
Wasser vorhanden ist, aber die Léslichkeit in Salzlésungen 
schon abgenommen hat. 
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Einige strittige Punkte-bei der quantitativen Indikanbestimmung 
im Harn. 


Kntgegnung an J. Bouma und L. C. Maillard. 


Von 


Alexander Ellinger. 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie und experiment. 
Vharmakologic zu Koénigsberg i. Pr.) 
Der Redaktion zugegangen am 1. Januar 1904.) 


Kine Reihe von Behauptungen iiber die Entstehung des 
Indikans im TierkoOrper auf anderem Wege als dem der bak- 
teriellen Zersetzung war die Veranlassung, dab im hiesigen 
pharmakologischen Institut die gesamte Indikanfrage einer griind- 
lichen Priifung unterzogen wurde. Die erste Vorbedingung einer 
solchen Untersuchung war natiirlich eine Methode Ger quanti- 
tativen Indikanbestimmung, welche zuverlissige Resultate gab. 
Auf der Suche nach einer solehen Methode in der Literatur 
fand ich zwar recht stattliche Reihe von Bestimmunes- 
weisen bis in die kleinste Eimzelheit ausgearbeitet: Bestim- 
mungen, welche auf gravimetrischer, titrimetrischer, kolori- 
metrischer und spektrophotometrischer Methodik beruhten: aber 
kein einziger der zahlreichen Vorschliige war darauf gepriift, 
ob danach eine dem Harn zugesetzte Menge reinen Indikans 
vollstiindig oder wenigstens mit einem konstanten Verluste 
wiedergefunden wiirde, 

So bleb mir nichts anders tibrig, als selbst diese Priifune 
vorzunelimen, welche seit) der Reindarstellung des indoxyl- 
schwefelsauren WKaliums durch Baumann Pilicht eines jeden 
vewesen wiire, der eine neue Methode zur quantitativen: Indi- 
kanbestimmung vorschlug.') Meine Absicht war es also nicht, 

Da wir tiber Methode zur Reindarstellung indoxylglykuron- 


saurer Salze zur Zeit nicht verfiigen, mufte sich die Priifung auf LOsungen 
des indoxylschwefelsauren Salzes beschriinken. 
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eine neue eigene Methode den zahlreichen in Vorsechlag ge- 
brachten hinzuzuttigen, noch weniger diese siimtlich naehzu- 
priifen, sondern es kam mir nur darauf an, die bisher in der 
Literatur niedergelegten Erfahrungen mit Auswahl so zu ver- 
werten, dafi die daraus abgeleiteten Vorsehriften brauchbare 
Vergleichswerte lieferten, und die Fehlergrenzen der gefundenen 
Werte zu bestimmen. 

Da bei der Priifung der Indikanfrage in erster Linie 
Experimente an Tieren, namentlich solche an Hunden, in Be- 
tracht kamen, so mubte die Methode vor allem an Hundeharn 
gepriift werden. Zugleich mubte sie aber auch fiir den Menschen- 
harn zuverlissige Werte geben, da die klinische Verwertung 
der Lehre von der Indikanbildung ebenso sehr in Betracht ge- 
zogen werden sollte, wie deren rein biochemische Seite. 

Die Erfahrungen, welche wir im hiesigen Institut bei der 
Anwendung verschiedener Methoden machten und von welchen 
einiges in der Inauguraldissertation von H. Scholz!) kurz er- 
wiihnt ist, veranlabte uns dazu, in der Hauptsache den Vor- 
schriflen von Wang-Obermayer zu folgen, dabei aber teils 
Modifikationen entsprechend den Vorschligen von Bouma in 
Anwendung zu bringen, teils eigene Erfahrungen zu neuen 
Modifikationen zu verwerten. So entstand die Methode, wie 
ich sie im XNAVII. Band dieser Zeitschrift?) mitgeteilt habe. Sie 
ist an reinen, wisserigen IndikanlOsungen sowie an Menschen- 
und Hundeharnen, welchen reines Indikan zugesetzt war, gepriift 
worden, und es. stellte sich heraus, dal etwa 86°/o der be- 
rechneten Menge Indikan wieder gefunden wurden. 

eine Methode, die mit so groben Verlusten arbeitet. 
den idealen Anforderungen an eine quantitative Bestimmung 
nicht geniigt, ist unzweifelhaft.  Trotzdem erschien sie mir 
fiir die vorliegenden Zwecke ausreichend, da sich der Fehler 
in einer ansehniichen Reihe von Kontrollbestimmungen als 
nahezu konstant erwies. 

') Harry Scholz, Beitrige zur Frage der Entstehung des Indikans 
im Tierkérper, Inaug.-Diss., Kénigsberg, 1903, S. 10—15. 

*) A. Ellinger, Zur Methodik der Indikanbestimmung im Harn, 

Diese Zeitschr., Bd. XXXVIII, S. 178. 
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rst in zweiter Linie kam fiir die Praxis des Harnana- 
lytikers die Frage in Betracht, wodurch der Verlust an Indigo 
bei dem angewandten Bestimmungsverfahren bedingt werde. 
Aber ich zog auch diese Frage in den Bereich meiner Unter- 
suchungen und konnte ‘zeigen, dab bet Einwirkung von Ober- 
mavers Reagens auf Indikan Isatin entstinde, und dab dieses 
durch Uberoxydation des Indoxyls gebildete Isatin sich selbst 
dann nachweisen leb, wenn die entstandene Menge Indigo nur 
2 mg betrug. 

Das gleichzeitige Vorhandensein von [satin und Indoxyl 
in der salzsauren Loésung fiihrt bekanntlich zur Bildung von 
Indigorot, und ich habe deshalb darauf hingewiesen, dafi dieser 
Vorgang eine der Quellen der Indigorotbildung sein konne, 
welche stets bei der Uberfiihrung des Indikans in Indigo mittels 
der Eisenchloridsalzsiiure von anderen Autoren, wie von mir, 
beobachtet wurde. Ausdriicklich wurde hervorgehoben, daf 
auch aus bereits fertig gebildetem Indigoblau beim Abdestillieren 
der Chloroformlésungen roter Farbstoff entstehe, die bBeob- 
achtung anderer Autoren von dem Farbenumschlag der Chloro- 
formlosungen also bestiiligt, eine Beobachtung, welche wohl 
noch miemandem bei Ausfiihrung einer Indikanbestimmung nach 
der alten Wangschen Methode entgangen ist. 

Zu dieser Rekapitulation sehe ich mich gegeniiber der 
Kritik von Bouma!) und den Angriffen von Maillard?) gegen 
meine Arbeit gendtigt. Nach den Ausfiihrungen Boumas kann 
der Leser annehmen, ich hiitte bei der Indigorotbildung auf die 
Synthese aus Isatin und Indoxyl das Hauptgewicht gelegt 
und die «Umlagerung» oder, wie man diesen noch keines- 
wegs vollig aufgeklirten Vorgang nennen will, als nebensich- 
lich hingestellt. 

Wenn ich von unwesentlichen Ausstellungen  absehe, 
welche mir zu einer Erwiderung nicht hiitten Veranlassung 


') J. Bouma, Nachtrag zur Methodik der Indikanbestimmung im 
Harn, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 8. 556. 

*) L. C. Maillard, L’indoxyle urinaire et les couleurs qui en 
dérivent, Paris 1903. 
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geben konnen,) so sind die Anklagepunkte der genannten 
Autoren gegen meine Behauptungen und Vorschliige die folgenden: 

1. Die Uberoxydation des Indoxvls zu Isatin ist von mir 
iibertrieben worden. (Bouma.) 

2. Die Uberoxydation durch Obermayers Reagens geht 
bei reinen und verdiinnten L6sungen von indoxylschwefelsaurem 
Salz (0.02 @ und darunter im Liter) viel weiter, als ich annahm. 
Der Verlust betriigt dann 100°/o, d. h. man erhiilt mit dem 
Reagens tiberhaupt keine Indigolésung. (Maillard, |. ¢. 8. 31 
und 70, 71.) 

3. Der Chloroformriickstand, welcher die Indigofarbstoffe 
enthilt, darf micht, wie ich vorgeschlagen habe, mit’ heibem 
Wasser ausgewaschen werden, weil auf diese Weise «Indigo- 
velb» entfernt und der ‘Titration entzogen wird. (Bouma.) 

Die Kenntnis von Maillards Verdéffentlichungen aus 
den Jahren 1901 und 1902, welehe ich nicht zitiert habe, hitte 
mich vor «der konfusen Darstellung und den irrigen Behauptungen » 
iiber die Rolle des Isatins bei der Bildung von Indigorot in dem 
Harngemisch bewahren kénnen. (Maillard.)?) 

Auf Punkt 1 und 2 kann ich zugleich erwidern: Die von 
mir zuerst beschriebene Beobachtung, dali [satin bei der Spaltung 
und Oxydation des indoxylschwefelsauren Kaliums mit Eisen- 
chloridsalzsiiure entsteht, ist sowohl von Bouma wie von 
Maillard bestiitigs worden. Uber die Mengenverhiiltnisse des 
entstehenden Isatins habe ich nur ausgesagt, dai der Verlust 
an Indigo jedenfalls zum grofen Teile durch eine Uberoxydation 
des Indoxyls zu [satin bedingt sei. Der von Bouma zitierte 


') In der Frage der Ausschiittelung z. B. wird es natiirlich richtig 
sein, wenn nach halbstiindigem Stehen noch Indigo ins Chloroform geht, 
diesen Auszug den ersten zuzufiigen. Mir kam der Fall fast niemals 
vor, wahrscheinlich weil in den Filtraten von der Bleifiillung zumeist 
kein stOrender Bleiiiberschuf$ vorhanden war, dessen Einfluf§ Bouma in 


einleuchtender Weise erdrtert hat. Weitaus die Mehrzahl meiner Be- 
stimmungen wurden am Hundeharn gemacht. 

*) lic. 5S. 34 Il est dailleurs regrettable que A. Ellinger ignore 
mes publications de I90L et 1902, dont la connaissance lui ett évité 
des pages confuses et des affirmations erronées, telles que le rdle de 
lisatine dans la formation de lindirubine au sein du mélange urinaire. 
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Satz: «Unter den angewandten Bedingungen scheint aber iiber- 
haupt aufber dem Isatin kaum eine andere Beimengung ins 
Chloroform iiberzugehen», bezieht sich, wie der Zusammenhang 
deutlich genug ergibt, auf Phenol und Oxysiiuren, welche in 
den zitierten Fiillen mceht nachgewiesen werden konnten. 
Seine quantitativen Untersuchungen haben nun Bouma 
zu der Erklirung gefithrt, die entstehende Isatinmenge 
minimal sei. Es ist hier natiirlich nur von solchem Isatin die 
Rede, das nicht mit noch unoxydiertem Indoxyl zu Indigorot 
zusummentritt; denn nur das nach beendeter Ausschiittelung 
frei vorhandene Isatin kommt als Verlust in Betracht, voraus- 
gesetzt, tsatin und Indoxyl salzsaurer Losung_ sich 
quantitativ zu Indigorot vereinigen.!) Von diesem nachweis- 
baren Isatin habe ich seiner Zeit jedenfalls erheblich mehr als 
Bouma erhalten. Sonst wiire es mir wohl nicht gelungen, 
aus den gesammelten Waschwassern von hochstens 30—40 
Chloroformriickstiinden indikanreicher Hundeharne, welche zu- 
sammen vielleicht 0,1 g¢ Indigo enthielten, so viel [satin zu ge- 
winnen, um es in Form des Phenylhydrazons zu charakterisieren. 
Mir scheint, dab die Mengenverhiiltnisse des nachweisbaren 
Isatins schwanken nach Bedingungen, welche noch nicht ge- 
niigend erforscht sind. Das Isatin kondensiert sich, wie bekannt 
ist, sehr leicht nicht nur mit dem Indoxyl und dem Thiophen, 
sondern auch mit Phenolen,?) Ketonen und anderen Substanzen 
in Gegenwart konzentrierter Siuren. Ist erst einmal eine solche 
Kondensation eingetreten beim Aufnehmen des zu priifenden 
Waschwasserriickstandes mit konzentrierter Schwefelsiiure oder 
Salzsiiure, so darf es nicht wundernehmen, wenn nachher 
die Kondensation zu Indophenin oder Indigorot nicht mehr ge- 
lingt. So erkliren sich vielleicht manche negativen Befunde 
boumas aus der Kondensation des Isatins mit andern im Wasch- 


') Ob diese Synthese wirklich quantitativ nach der Formel ver- 
lanft, ist, soweit mir bekannt ist, noch nicht festgestellt. Die Mitteilung 
von Beijerinck, auf welche sich Bouma bezieht, war mir nicht zu- 
ginglich. Forrer (Ber. d. chem. Ges., Bd. XVII, S. 975) erhielt aus 
Indoxyl und Jsatin unter Sodazusatz nur 78°/o der theoretischen 
Ausbeute. 

*) Von dem stérenden Finfluf&S des Phenols auf die Indophenin- 
probe habe ich mich wiederholt itiberzeugt. 
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wasser vorhandenen Stoffen, so erkliirt es sich vielleicht auch, 
dali ihm die Indopheninprobe in den Riickstiinden besser gelang, 
wenn er erst thiophenhaltiges Benzol und dann Schwelelsiiure 
zuselzle. 

Woran es liegt, dafB Bouma mit reinem Isatin die Indo- 
pheninprobe nach der Baeyerschen Vorschrift nicht’ gelang, 
ist mir schwer verstiindlich. Mir hat diese Probe nie versact. 
wenn ich mich an die detailliertere Angabe von Baeyer und 
Lazarus?) hielt, wonach eine 1°/oige L6sung von Thiophen in 
Benzol mit einer AuflOsung von Isatin in 20—830 Teilen kalter, 
Go criidiger Schwefelsiiure 2 Minuten kriiftig durchgeschiittelt wird. 

Ich habe nach dem Erscheinen von Boumas Mitteilung 
noch wiederholt Waschwasser, die von Indikanbestimmungen 
in normalem Huhdeurin stammten, auf Isatin untersucht und 
die Indopheninprobe fiel positiv aus, obwohl die Indigo- 
menge recht gering war. Bei einem Riickstand aus normalem 
Menschenharn ergab die Indopheninprobe keine reine Fiirbung. 
Da konnte ich mich aber durch Zusatz von reinem Isatin zu 
der schwefelsauren Losung itiberzeugen, die Probe auch 
dann nicht gelang, daS also die Reaktion st6rende Ver- 
unreinigungen zugegen sein mubiten. 

Weilerhin ist zu bedenken, dafi dreimaliges Ausschiitteln 
mit Chloroform nicht geniigt, um kleine Isatinmengen, welche 
in grofen Quantitéten Salzsiiure gelost sind, quantitativ ins 
Chloroform tberzufithren. Ich habe, um mich davon zu iiber- 
zeugen, folgenden Versuch angestellt: 20 com der von Bouma 
zur indikanbestimmung verwendeten Isatinsalzsiiure, welche 
0,4 mg isatin enthielten, wurden mit 80 cem Obermayerschem 
Reagens und 100 com Wasser dreimal wie bei der Indikan- 
bestimmung mit Chloroform ausgeschiittelt. Der Chloroform- 
riickstand gab die Indopheninprobe. Nach weiterem dreimaligen 
Ausschiitteln wurde abermals ein Riickstand erhalten, welcher 
eine schone Indopbeninreaktion lieferte. 

Nach dem Gesagten halte ich mich fiir berechtigt, zu er- 
klitren, weder der negative Ausfall der Indopheninprobe 
noch der Indigorotsynthese die Abwesenheit von Isatin in dem 


1, Ber. d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XVII, S. 2637, 1885. 
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Waschwasser des Chloroformriickstandes beweist, und dali es 
unmoglich ist. nach dem von Bouma gewihlten Verfahren die 
Menge des vebildeten [satins zu beurteilen. 

In schroffstem Gegensatz zu Bouma behauptet Maillard, 
der ebenfalls meine Beébachtung der Uberoxydation des Indoxyls 
zu dsatin durch Obermayvers Reagens bestétigt hat, dah bei 
reinen verdiinnten Losungen von indoxylschwefelsaurem Kalium 
die Uberoxydation bis zu 100°/o betragen kénne. 

Maillard erhielt, wenn er seine reine Losung, welche 
O02 2 des Salzes in 1 Liter Wasser enthielt, mit dem gleichen 
Volumen Eisenchloridsalzsiiure versetzte, keine Spur Indigo, 
und er verwirft deshalb prinzipiell den Gebrauch emes Oxydations- 
mittels ber der Spaltung remer Losungen. Er empfiehlt viel- 
mehr, wie auch bei der Bestimmung im Harn, konzentrierte 
Salzsiure allein zuzusetzen und mit Luft tiiehtig zu schiitteln, 
um die Oxydation zu Indigo zu bewirken. 

Ich habe an Losungen des gleichen Salzes, welches mir 
zur Priifune der Methode gedient hatte, die Versuche von 
Maillard wiederholt und gefunden, dafi nicht nur Losungen 
von 1 und 2 eg in 1 Liter, sondern noch solche von 2 mg 
eine deutliche Blaufiirbung des Chloroforms ergeben, wenn man 
die Probe im Reagensglas in der tiblichen Weise anstelle. 
Losungen von 1 mg in 1 Liter Wasser fiirbten das Chloroform 
noch schwach blau, wenn man 100 ecm davon mit der gleichen 
Menge des Reagens und nur 10 cem Chloroform. schiittelte. 
Wurde statt des Obermayerschen Reagens reine Salzsiure 
verwandt, so konnte ich schon aus der Losung von 2 mg im 
Liter keine Spur einer Farbung erhalten. Das Chloroform 
nahm selbst nach 2% stiindigem Stehen und wiederholtem 
Schiitteln weder emen blauen noch einen rotlichen Ton an. 
Ich fand also im Gegensatz zu Maillard das Obermaversche 
Reagens der reinen Salzsiiure bei der Priifung sehr verdtinnter 
Losungen iiberlegen. Wenn Maillard bei Lésungen von 2 eg 
in | Liter keine positive Obermayersche Probe erhielt, so 
kann das nur daran gelegen haben, dab er kein reines indoxyl- 
schwefelsaures Kaltum in den Hiinden hatte. Die stimmende 


Stickstoffbestimmung in 6.0614 ¢ des Salzes gibt keine Garantie 


fur die Reimheit seiner Substanz. 
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Damit fillt der einzige wesentliche Einwand von Maillard 
vegen das von mir gefibte und kontrollierte Bestimmungsver- 
fahren. Denn wenn er auberdem behauptet, dab selbst die mit 
heibem Wasser ausgewaschenen Indigofarbstoffe nach dem 
Wiederauflosen in Chloroform noch Verunreinigungen an Wasser 
oder alkalisches Wasser abgeben, so zeigen meine Vergleichs- 
bestimmungen an reinen Indikanlésungen und Harnen mit In- 
dikanzusatz, dab die durch diese Verunreinigungen bedingten 
Fehler, wenn man die von mir angegebenen Vorschriften  be- 
folot, innerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegen.!) 


‘) An einer zur Polemik wenig geeigneten Stelle (Kulenburgs Enzy- 
klopiidische Jahrbiicher der ges. Heilkunde, Neue Folge, 2. Bd., Artikel: 
Indikanurie) behauptet Blumenthal, dafi die Behandlung des Kaninchen- 
harns nach meinen Angaben zum Zwecke der Indikanbestiinmung zu braunen 
Schmieren fiihrte. Ich habe in sehr zahlreichen Bestimmungen, ebenso 
wie die im ltesigen Institute arbeitenden Herren Scholz und Gentzen, 
fast ausnahmslos klare blaue Lésungen erhalten und habe tiberdies 
die titrimetrischen Bbestimmungen durch kolorimetrische kontrolliert. Die 
cute Ubereinstimmung schlof eine in Betracht kommende Verunreinigung 
der Indigofarbstoffe durch Permanganat reduzierende Substanzen aus. 
Auferdem habe itch mich iiberzeugt, daf\ die Tagesmenge eines indikan- 
freien Kaninchenharns nach Ritbenfiitterung, in der gleichen Weise wie 
bet der Indikanbestimmung behandelt, einen nur minimalen Riickstand 
hinterlifl. Lost man denselben in konzentrierter Schwefelsiiure und 
setzt ihn emer Indigosulfosiiurelésung von bekanntem Gehalt zu, so ent- 
spricht der Mehrverbrauch im hoéchsten Falle noch nicht 0.2 mg Indigo 


fiir das ganze Tagesquantum — ein Fehler, der nicht ins Gewicht fallt. 
Ich benutze diese Gelegenheit, um lebbaft gegen die Art zu 


protestieren, in der Blumenthal in einer Enzyklopiidie die Indikan- 
frage nicht referierend, sondern polemisch behandelt. Er verschweigt in 
seinem Artikel die Resultate meiner Arbeit tiber die Indolbildung beim 
hungernden Kaninchen (Diese Zeitschrift, Bd. XXNXLX, Heft 1) vollstindig. 
Und doch miissen ihm dieselben bekannt gewesen sein; denn aus Ver- 
sehen zitiert er diese Arbeit, wo er meine Abhandlung iiber quantitative 
Indikanbestimmung (Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, Heft 1 ou. 2) anfihren 
wollte. Selbst wenn Blumenthal fiir seine Person meine Versuche 


nicht fiir beweiskriftig hielt, wie es nach dem letzten — meines Erachtens 
vollkommen mifgliickten —- Rettungsversuch seiner Anschauungen tber 


Indikanurie durch seinen Mitarbeiter Rosenfeld den Anschein hat (Hof- 
meisters Beitriige z. chem. Phys., Bd. 5, 8. 83), so konnte ihn das nicht 
von der Pflicht entbinden, die Resultate meiner Versuche, welche sich 


cegen das Fundament seiner Theorie richten, anzufihren. 
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Auch in der Frage, wie die mit Chloroform ausgeschiil- 
telten Indigofarbstoffe zu reinigen selen, sind — damit komme 
ich zu dem dritten der oben aufgezihlten Anklagepunkte 
Matlhiard und Bouma durchaus entgegengesetzter Meinung, 
Nach Maillard wasche fch, wie oben berichtet wurde, zu wenie, 
nach bouma zu viel aus. leh habe vorgeschlagen, den Chiloro- 
formriackstiand mit heibem Wasser auszuwaschen, einmal um 
das fsatin, dann aber um etwaige sonstige lostiche Beimengungen 
zu entfernen, die dem tudigoblau und Indigorot anhaften konnten, 
wenn ich auch tiber deren Natur nichts aussagen konnte. Boume 
glaub! nun behaupten zu diirfen, da in dieser wiésserigen 
Losune Indigogelb vorhanden set, daf man also einen ladigo- 
farbstoff mit entferne, welcher aus dem Indikan des Harns 
stuumme. Selbst zuvegeben, dab min dem Waschwasser 
her wenig scharf charakterisierte Indigozelb vorhanden sei, so 
darf man meiner Ansicht nach von dem Waschen mit heibem 
Wasser nicht absehen, weil die Méglichkeit fiir das Vorhanden- 
sein in Betracht kKommender Jsatinmengen und andrer Vernn- 
reinigungen des Chloroformriickstands, wie ich oben gezeiet 
habe, immer besteht, und weil bisher kein Versuch vorliegt, 
wie die Feblergrenzen nach der Befoleung des Boumaschen 
Vorschlags sich gestalten wiirden. Die Endreaktion bet der 
Titrierung mit Permanganat soll der Ubergang des roten Farben- 
tons in den gelben sein. ‘Titriert’ man die gelbe Losunge mil 
den Indigosulfosiinren, die man nach meinem Vorgehen erhalt, 
so mub der Umschlag undeutlich werden, wie man das aucli 
bei Bestimmungen nach dem alten Verfahren von Wang (ohne 
Auswaschen) beobachten kann. Wollte man tibrigens dem 
Vorschlage Boumas folgen und den Chloroformriickstand nich! 
auswaschen, sondern nur eine halbe Stunde auf etwa 100° cr- 
hitzen, so wiiren wohl auch Verluste an Indigogelb zu befiirchten: 
denn man darf kaum annelimen, dafi eine Substanz, welche be: 
130° sublimiert, bei lingerem Erhitzen auf 100° ganz unver- 
zurtickbleibt. 

Ich kann also nur raten, bei meinem unvollkommenc! 
Modus procedendi mit dem ermittelten konstanten Fehler so 
lange zu bleiben, bis eine andre Methode mit reinem indoxy!- 
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<-hwefelsauren Kalltum gepriift ist, welche geringere Verluste 
aufweist. Die indirekten Vergle:chsberechnungen, welche Bouma 
‘fir seine titrimetrische Indigorot-Methode beibringt. sind einer 
eolchen Priifung keineswees eleichwertig, ganz abgesehen davon, 
dali die Bedenken, welche Seholz und ich frither schon gegen 
diese Methode erhoben haben, sie in vielen Fiillen einfach als 
inbrauchbar erwlesen. 

Es eriibrigh noch, meine Ansichten tiber die Bildung von 
reveniiber den von Mail- 


lidigorot ber der Indikanbestimmung 
lard aufgestellten Theorien zu begriinden. Die Resultate von 
\Maillards Versuchen aus den Jahren und 19020 waren 
mir bet Abfassung meiner Arbeit wohl bekannt. und ich habe 
nur aus dem Grunde nicht zitiert, weil mir die Eimnwirkung 
von Salzsiiure ohne Zusatz eines Oxvdationsmittels!) auf indikan- 
haltige Urine mieht direkt zur Sache zu sehten, und 
weil i¢h von der Unrichtiekeit der theoretischen Anschauungen 
Maillards tiber die Konstitution der Indigofarbstoffe schon 
damils auf Gaund eigner Beobachtungen tiberzeugt war. 
litle also meine wesentlich Zwecken 
dienende Publikation durch theoretische Betrachtungen unniitz 
heschweren milssen, 

Maillard hat sich von der Entstehung der verschiedenen 
lndigolarbstolie bei der Spaltane und Oxydation der Indoxyl- 
<chwetelsiiure foigende Vorstelluny gebildet: Der blaue Farbstolf, 
welcher bei der Obermaverschen Reaktion in das Chloroform 
geht, ist micht identisch mit dem gewoOhnlichen Indigotin. Er 
<chreibt thm die bisher naeh Baeyvers Vorgang fiir das Indi- 
angenommene Formel 

CO. CO. 

zuound bezeichnet ihn als Hemiindigotin. Aus diesem Hemi- 


4 


nidigotin sollen durch Polymerisation Indigotin oder Indirubin 
entstehen kOnnen, je nach der Reaktion des Milicus, in welchem 


Compt. rend. de TAcad. d. sciences, Ba. Js. 990. 1901. 


, 


*; Compt. rend. de VAcad. d. sciences, Bd. it, S. 470, 1902, und 


‘itere Abhandlungen. 
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sich das Hemtindigotin befindet. Fir Indigotin sowie fiir Indi- 
rubin nimmt Maillard die doppelte Molekulargrofe in Anspruch 
und wiihlt auf Grund von betrachtungen, welche er selbst nieht 
fiir unbedinet bindend ansieht, von den moglichen Formeln fiir 
den blauen Farbstoff die Formel: 


NH 
withrend Baeyer dem Indigorot die Konstitution 


4y 


zuschrieb. 

Maillard stiitzt seine Theorie auf folgende Beobachtungen: 
Der beim Ausschiitteln ins Chloroform tibergehende blaue Farb- 
stolf ist viel l6shcher in Chloroform als reies Indigotin. 
man die blaue Losung inp dem. salzsiurehaltigen Chloroform 
stehen, so wandell sich allmihlich der ganze Farbstoff in Indi- 
rubin um. Durch Erhitzen kann der Vorgang beschleunieg! 
werden, Wiischt man dagegen die ChloroformlOsung mit Wasse! 
oder besser mit schwach alkalischem Wasser und fiigt dann eine 
Spur festes Indigotin za. so fillt Indigotin aus und die Farbung der 
Losung nimmt ab. Dabei handelt es sich nach Maillard nicht 
um ein Phiinomen der Ubersiittigang, denn Losungen vou 
Indigotin in heibem Chloroform zeigen gar keine Neigung zur 
Ubersiittigung, sondern lassen auch ohne Impfung nach einige: 


(0) 
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Zeit das tiberschiissige Indigotin ausfallen. Da Losungen von 
reinem Indigotin in Chloroform selbst nach Schiittelo mit Salz- 
siuve blau bheben, so erklirt Maillard die Gesamtheit seiner 
Beobachtungen durch die Annahme: Das zuniichst entstehende 
polymerisiert: sich in Gegenwart von Siure lang- 
sum zu Indirubiny nach Alkalisierung der Losung schnell zu 
Indivotin. Als Stiitze fir seine Anschauung brinet er auch die 
beobachtungen von Vaubel!) an, der fiir Indigoblan, in Tolu- 
idin- und PhenollOsung, fir Indigorot) in) Toluidinl6sunge 
kryoskopischem Wege das Molekulargewicht fand.?) 

Sehr viel einfacher lassen sich die Beobachtungen erkliren, 
wenn man annimmt, dab Indigotin tn salzsiiurehaltigem 
Chloroform lésheher ist als in reinem Chloroform. Diese 
\nnahme ist’ berechtigt, wie folgende Versuche beweisen : 

Je 0,3 ¢ synthetisches Indigoblau der Bad. Anilin- und 
Sodafabrik, welches ein wenig Indigorot enthielt, wurde mif 
je 100 cem Chloroform eine Stunde im Schiittelapparat ge- 
schiittelt. Das Chloroform A war frisch aus der Apotheke be- 
zoven und reagierte neutral, Chloroform B war vorher mehrere 
Minuten mit konzentrierter Salzsiiure geschiittell. Von jeder 
Losung wurden 50 ccm abfiltriert: Losung A zeigte einen fast 
rein bDlauen Farbenton, LOsung b emen deutlich violetten. Bein 
Abdestillieren des Chloroforms auf dem Wasserbad dnderte sich 
in beiden Losungen die Farbe, bei A wenig, B wurde rotviolett. 

Der zuriickbletbende Indigo wurde konzentrierter 
Schwefelsiiture gelOst und titriert. Ritckstand verbrauchte 
in cinem Versuche 28 com, in einem zweiten Versuche 30 com, 
Riickstand Bo beiden Versuchen 41 cem = einer verdiinnten 

Lm von der tittimetrischen Bestimmung unabhinegig zu 
sein, wurden in emem = dritten Versuch 300° cem Chloroform 
zur Losung benutzt und von 250 cem der abfiltrierten Losung 
der Riickstand gewogen.  Losung A hinterlieh 9,6 me Indigo, 


') Chemikerzeitung, 1901, 3S. 725 und Zettschr. Farben- und 
Pextilehemie, Bd. 8. 39. zitiert nach Referat im Chem. Ztrbl. 


*) In Aniliniésung entsprach das Molekalargewieht der eimflachen 
Formel C,,H,,N,0.. 
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O2 Alexander Ellinger, Strittige Punkte b. d. Indikanbestimmung. 


Losung deren Chloroform sehr energisch und lange mit 
Salzsiiure geschiittelt war, 18,¢ mg. Der violette Ton trat in 
der konzentrierten sauren Losung in diesem Versuche weniger 
stark hervor als in den beiden oben angelihrten, wenigstens in 
der Kiilte: beim Erwiirmen wurden die Unterschiededes Farbentons 
der sauren und der neutralen Losung wieder hochst augenfiillig, 

Der Befund, dab Indigo in salzsiurehaltigem Chioroform 
leichter ist als in neutralem, erklart auch zwanglos das 
Austallen festen Indigos, sobald man durch Waschen mit Wasser 
oder yverdiinntem Alkali die Séure dem Chloroform entzieht. 

lm Gegensatz zu Maillard habe ich dbrigeus bei meinen 
lndigolOsungen, selbst wenn das Chloroform siturefre: war, be- 
obachtet. dab berm Waschen mit Wasser sich Indigo fest aus- 
schied. tiegt wohl am niichsten, diese Erscheinung daraut 
dal wasserhaltiges Chloroform weniger Indigo 
lost als wassertreies, 

Ob Losungen von absolut reinem Indigotin sich, nament- 
ich in bezagz aul die Umwandlung in Rot, ebenso verhalten 
wie meine Lésungen, welche am Antang etwas Rot enthielten. 
dariiber habe ich keine eigene Erfahrung. beobaehtungenu von 
Wang, Bouma und Maillard scheinen dagegen zu sprechen. 
Aber tir das Verhalten der Chloroforml6sungen bei der Indi- 
kanbestimmung kommt das absolut reine Indigotin gar nicht 
in Betracht. denn sie enthalten stets etwas Indigorot. und die 
Bildung dieses Farbstotfs, unabhiingig von der des Indigotins. 
ist durch den Nachweis des Tsatins bei der Oxydation des 
indikans mit Obermaverschem Reagens befriedigend erklirt. 
Dab aber die Umwandlung leiehter vor sich geht, wenn in der 
Losung von dem Umwandlungsprodukt schon etwas vorhanden 
ist. ist gewil) eine durch das Vorkommen analoger Vorgeiing 
chend gestiitzte Annahme. 

Es liegt also nicht der mindeste Grund vor, in dem blaue: 
den Maillard als Hemiindigotin bezeichnet hat, etwas 
anderes zu sehen als das altbekannte Indigotin. Ob diesen 

infache oder die doppelte Formel zukommt, 
die durch Spekulationen wie die Maillard- 


werden kann. 
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Uber ein Umwandlungsprodukt des Chlorophylis im tierischen 
Organismus. 


Von 
L. Marchlewski. 


Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau am 12, Oktober 1903.)1 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Januar 104, 


Die Umwandlung des Chlorophylls beim Durchgang durch 
den tlerischen Organismus war bereits einigemal Gegenstand 
mehr oder weniger eingehender Untersuchungen. Die erhaltenen 
Resultate schienen dafiir zu sprechen, da’ diese Umwandlung 
im gleichen Sinne verléuft wie in vitro unter dem Einflufs von 
Siiuren, d. h. das Chlorophyll unter diesen Bedingungen Phytlo- 
xanthin und eventuell Phyllocvanin liefert. Etwas andere Resul- 
tate erhielt EK. Schunck.?) Dieser Forscher isolierte aus den Ex- 
krementen einer mit frischem Grase gefiitterten Kuh emen Stoff, 
den er Scatocyanin nannte und welcher in Chloroform gelést 
ein Spektrum erzeugte, das identisch mit dem des Phylloevanins 
war, aber in) mancher Hinsicht von letzterem abwich. Mit 
demselben Problem habe auch ich mich beschiiftigt in) der 
Hoffnung, Urobilin isolieren zu konnen, welehes durch spontane 
Oxydation des Hamopyrrols entsteht, das durch Reduktion des 
Chlorophylls im tierischen Organismus entstehen konnte. Ver- 
schiedene Experimente in dieser Richtung gaben jedoch ein 
negatives Resultat. dafiir gelang es mir, ein prachtig kristalli- 
siertes Produkt zu isolieren, welches verschieden von Schuncks 
Scatoeyanin ist und sicherlich als ein Derivat des Chlorophyils 
auzusprechen ist. Dasseibe mochte ich mit dem Namen Phyllo- 
erythrin bezeichnen, 


1, Rull. de des Sciences de Cracovie, 1905. 
*, Proc. of the Royal Soc., v. 69, p. 307 


Hoppe-Seylers Zeitschrift physiol. Chemie, ALI 
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Phylloerythrin wird in folgender Weise erhalten: Frische 
Exkremente einer Kuh, die ausschlieflich mit) frischem Gras 
gefiittert’ war, wurden mit Chloroform in der Wiiite ausgezogen. 
Der erhaltene Auszug besa eine olivgriine Farbe. Nach dem 
Abfiltrieren des Ungelésten wurde die Lisung eingedampft. 
Wiihrend des Eindampfens oder nach einigem Stehen des er- 
haltenen Riickstandes bildeten sich glitzernde, dunkelbraunviolette 
Kristalle, welche in folgender Art isoliert und gereinigt werden, 
Das Ganze wird zunichst von neuem mit Chloroform: extrahiert, 
wobei der weitaus Teil der Verunreinigungen in Losung 
eeht, wiihrend die Kristalle zuriickbleiben. 
werden letztere mehreremal mit siedendem Alkohol ausee- 
waschen, wodurch die letzten Verunreintgungen entiernt werden, 
Scehhebiich wird das so gewonnene Phylloerythrin aus sieden- 
dem Chloroform umkristallisiert, was. angesichts der Schwer- 
loslichkeit, des Produktes diesem Loésungsmittel, eam ein- 
fachsten im Soxhletschen Extraktionsapparat geschieht. 

Die in dieser Art) erhaltenen” Kristalle erscheinen gul 
auusvebiidet. Am = hautigsten kommen foleende Gestalten vor: 

In Masse erscheinen sie dunkelbraun- 
rotviolett. gefiirbt, einzelne Kristalle durch das 
Mikroskop  betrachtet hellbraun. Die Chloro- 


formidsung zeigt kirschrote Farbe und 
besitzt keme Fluorescenz,  Konzentrierte Loéstngen erzeugen 
im Spektrum drei Binder, verdiinntere vier, deren Lage durch 
die folgenden Wellenkingen bestimmt wird, 


Band I: \—642—640 
ii: A—606-—581 
Mi: 
IV: 


Das erste Band ist sehr schwach und schlecht markiert 
und wird deutleh nur ber Anwendung konzentrierter Losungen 
beobachtet. Das zweite und dritte Band vereinigen sich in 
konzentrierten Losungen, wiihrend in verdiinnten das zweite 
auf der D-Limne zu legen kommt und breiter, aber sehwiieher 
ais das dritte erscheint. Das vierte Band hinter der E-Linie 


j 
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ist noch schwiicher als das zweite Band. Nach ihrer Intensitiit 
kann man demnach die Binder wie folgt ordnen: 
HT, Wl, IV, I. 

Sehuneks Scatocyanin verursacht in Chloroform gelost 
fiinf Binder, deren Lage der der Phyllocyaninbander entspricht, 
and unterscheidet sich demnach von Phylloerythrin sehr be- 
deutend. Das Absorptionsspektrum der eisessigsauren Losungen 
unterscheidet sich nur unbedeutend von dem der Chloroform- 
lGsungen. Das erste Band jedoch, welches in letzteren bereits 
nur schwach entwickelt ist, ist in diesem Falle noch schwicher, 
kaum sichtbar. Die Lage des zweiten und dritten Bandes ist 
in beiden Losungsmitteln ungefiihr die gleiche, aber in essig- 
sauren Losungen unterscheiden sie sich nur wenig durch ihre 
Intensitiit, wobei das dritte einen wohlausgesprochenen Schatten 
an der der mehr gebrochenen Seite des Spektrums zugewandten 
Scite besitzt. Die Lage des vierten Bandes ist in’ beiden 
Losungsmitteln etwa die gleiche. In Welleniangen ausgedriickt, 
entsprechen die Lagen der binder essigsaurer Losungen fol- 
genden Werten: 

Band I: \ gegen 640 
Ih: A\—604—585 
» Il: A—d76—dd8 
» IV: A—d31—518 

Seatocyanin besitzt nach Schunck in essigsaurer LOsung 
untersucht ein ganz anderes Spektrum. Nach diesem Forscher 
liegt hier das erste Band auf der D-Linie, das vierte hart 
hinter E und zwischen diesen befinden sich noch zwet mehr 
oder minder gut entwickelte Binder. 

Unter dem influ von Salzsiiure iindert sich die Farbe 
und das Spektrum eisessigsaurer Losungen des Phylloerythrins 


in sehr charakteristischer Art. Die Farbe wird némlich bliulich 
violett und die Losung zeigt, wenn geniigend verdiinnt, vier 
yinder, deren Lage von der urspriinglichen sehr verschieden 
ist. Im Orange bemerkt man jetzt zwei schmale und schwache 
Binder, hinter der D-Linie ein breites dunkles Band und im 
Griin ein breites, schlecht entwickeltes Band, welchem die folgen- 
den Wellenlangen entsprechen: 
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Band 1: A—625—619 
> }—§15—606 
» Ill: A\A—db84—556 


IV: \ gegen 536, das weniger gebrochene Ende. 


In konzentrierten LOsungen vereinigen sich die zwei ersten 
iiinder, das dritte nihert sich mehr der D-Linie und das vierte 
erscheint dunkler und besser markiert. Konzentrierte Schwefel- 
siiure lost Phylloerythrin mit grasgriiner Farbe und diese Losung 
erzeugt im Spektrum mehrere schlecht ausgebildete Binder mit 
Ausnahme desjenigen im Rot. In dieser Hinsicht erinnert mein 
Produkt an dasjenige von Schuncek. 

Beziiglich der Absorption von kurzwelligen Strahlen fand 
ich auf photographischem Wege, dab Phylloervthrin zwei Bander 
erzeugt, niimlich stirkeres vor der Kg-Linie ein 
schwiicheres hinter derselben. Beim weiteren Verdiinnen der 
jedenfalls iiuBerst verdiinnten Chloroformldsungen verschwindet 
zuerst das Band hinter Kg. 

Die chemischen Eigenschaften des Phylloerythrins konnten 
wus Mangel an Material noch nicht untersucht werden. Dat 
es eime, wenn auch nur schwache Base (oder Pseudobase) ist, 
folgt aus dem = spektroskopischen Verhalten der mit Salzsiiure 
versetzten Losungen. In Alkalien ist Phyiloerythrin§ unléslieh, 
bildet aber trotzdem mit Salzen schwerer Metalle, wie Zink 
und Kupfer, Verbindungen, die wahrscheinlich in die Kategorie 
der Doppelverbindungen zu zihlen sind. Die eisessigsaure Losung 
des Phylloerythrins wird auf Zusatz von essigsaurem Zink griin, 
rot im durchfallenden Licht und die Losung erzeugt im Spektrum 
drei Bander: 

Band J: A\—628— 603 
I: A—575—559 
A—533—517. 


Fin analoges Produkt entsteht mit Kupferacetat. Unter 
Beriicksichtigung aller oben geschilderten Eigenschaften des 
Phylloerythrins mui man zu dem Schiusse kommen, daf es 
am meisten Ahnlichkeit mit dem Phylloporphyrin besitzt, einem 
Chlorophyllderivat. welches bekanntiich durch Einwirkung von 
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Alkalien bei hoher Temperatur auf Chlorophyll entsteht 
und, dab die Umwandlung des Chlorophylls innerhalb des tieri- 
schen Organismus weit tiefgreifender ist, als man bis jetzt annahm. 

Exkremente von Kiihen, die mit chlorphyllfreier Nahrung 
gefiittert’ waren, enthalten kein Phylloerythrin und glaube ich 
daraus schlieben zu konnen, dab Phylloerythrin jedenfalls nicht 
dem Blutfarbstoff oder seinen Verwandten entstammt. 

Die Untersuchung des Phylloerythrins wird fortgesetzt. 


Krakau, im Dezember 1903. 
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Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff. 
(Erste vorliufige Mitteilung). 
Von 


J. Hetper und L. Marchlewski. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau in der Dezembersitzung 1903.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, Januar 1904.) 


In der vorliegenden vorliufigen Mitteilung beabsichtigen 
wir die Resultate mitzuteilen, welche wir beim Studium der 
Frage nach gegenseitigen Verhiiltnis des sogenannten 
Mornerschen B-Hiimins und des Acethiimins von Nencki und 
Zaleski erhalten haben. Dem letzteren wird bekanntlich die 
Formel Cy ,H,,0,N,FeCl zugeschrieben, wihrend das MO rnersche 
Hiimin nach Neneki und Zaleski als ein Athyliither des Acet- 
hiimins aufzufassenist. Letzterer Annahme widersprichtW.Kiister 
und scheint im B-Hiimin ein Hiimin sui generis erblicken., 
Unter solchen Umstinden war es zweckmabig, den wahren Tat- 
sachenbestand womoglich aufzukliren, besonders da den letzten 
Publikationen von Zaleski gemiih die Bezeichnung Acethiimin 
eigentlich gegenstandslos ist und das unter diesem Namen be- 
kannte Produkt als das erste gefiirbte Spaltungsprodukt des 
Hiimoglobins aufzufassen ist, welches glatt in Hiimatoporphyrin 
iibergeht. 

Unseren Erfahrungen gemif ist die Zusammensetzung des 
nach Morners Grundidee darstellbaren Hiimins in hohem Grade 
von physikalischen Umstiinden abhiingig, und es gelang uns 
niemals, ein Produkt zu erhalten, welches ganz frei von Athoxy! 
gewesen wiire. Andererseits glauben wir, dab die Behauptung: 
Morners Hiimin wire der Monoiithyliither des Acethiimins, 
ohne weiteres nicht Geltung haben kann, denn auch unter den 
giinstigsten Bedingungen ist es uns nicht immer gelungen, ei! 
Prijparat zu erhalten, dessen Zusammensetzung auf die eines 
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Athylithers des Acethiimins pafit. Wir glauben vielmehr, dab 
Hiimine, welche nach der Grundidee der MOrnerschen Methode 
dargestellt worden sind, eine Mischung von verschiedenen 
\therifikationsstuten des Acethiimins mit letzterem selbst sind, 
denn es gelang uns in einigen Fallen, aus denselben Acethiimin 
zu isolieren. 

Acethiimin, 11 Eisessig wurde mit Kochsalz gesattigt, 
auf 95° erwarmt und mit 200 ccm Blut (defibriniert) versetzt. 
Die Mischung wurde von neuem auf 95° erwarmt und der 
Kristallisation uberlassen. Die erhaltenen, gut entwickelten 
Kristalle entsprachen ganz der Beschreibung des Acethamins 
von Nencki und Zaleski. Die Kristalle wurden nach 
Schalfejews Methode umkristallisiert und ergaben bei der 
Analyse: 62,35°/0, 62,65 °/o, 62,34°/0 C (nach Messinger), 
8,20 8,76°/0, 8,57°%/o N, 8,80°/o Fe und Spuren 


Hamine nach Morners Grundidee dargestellt. 


1. Versuch. 1!/2 1 Wasser wurden auf 95° erwarmt, 
durch Zusatz von 50 cem 1°/oiger Schwefelsiiturelosung an- 
gesduert und mit 500 ccm defibriniertem Blut versetzt. Die 
gebildete Fiéillung wurde in einer Filterpresse abfiltriert, mit 
250 cem Alkohol verrieben und wiederum abgepreft. Der Preb- 
kuchen wurde in 800 ecm Alkohol verteilt, welcher mit 8 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure versetzt war, eine Stunde lang 
kraftig gertihrt und filtriert. Das Filtrat wurde zum Sieden 
erhitzt mit 4 cem 25°/oiger Salasiiure versetzt und der Kristalli- 
sation tiberlassen. Die erhaltenen Kristalle waren nicht ein- 
heitlich und nicht gut entwickelt. Nadeln waren vorherrschend. 
Analysen ergaben: 63,34°/o,  63,10°/o, 63,79°/o (nach 
Messinger), 8,54%/o, 8,19°/o N und 1,72 bezw. 1,81° 0 OC,H,. 

2. Versuch. Diesmal wurde analog verfahren wie beim 
ersten Versuch, aber der Salzsiiurezusatz geschah bei 24° und 
die Losung verblieb bei dieser verhiiltnismiiBig niedrigen Tem- 
peratur 24 Stunden lang. Jetzt wurden nahezu rechtwinklige 


‘ 


Viatten erhalten, deren Analyse ergab: 63,21°/0, 63,28° 0, C 


nach Messinger), 8,7°o N und 1,06°/o beaw. 1,13° 0 OC,H,. 
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Versuch. Die Behandlung mit Salzsiiure  geschal 
diesmal bei noch niedrigerer Temperatur, niimlich bei 14°, und die 
Fliissigkeil wurde bei dieser Temperatur wiihrend 24 Stunden 
stehen gelassen. Erhalten wurde ein amorphes Produkt, das 
weder aus Alkohol noch atis Eisessig kristallisiert werden konnte. 

4 Versuch. Der Vorgang war dem des 2. Versuches 
analog, aber der Zusatz von Salzsiure geschah bei Kochtempe- 
ratur, welche noch 12/2 Stunden angehalten wurde. Resultat 
amorphes Produkt von der Zusammensetzung: ©, 
7,54°%o N, 3,61°%/o OCLHL. 

5. Versuch. Jetzt wurde wie bei Versuch 2 verfahren, 
aber der Zusatz von Salzsiiure geschah bei 50°, und die Lésung 
langsam abgekiihlt. Erhalten schon ausgebildete Kristalle iihnlich 
denen, die beim 2. Versuch erhalten wurden. Dieselven wurden 
nach einer Methode umkristallisiert, welche der von Schalfejew 
nachgebildet war, aber anstatt Chinin wurde Ammoniak und 
anstatt Chloroform — Wasser benutzt. Auf 4 g Hamin kamen 
konz. Ammoniaklisune und 200 cem Wasser. Die er- 
haltene Masse, die etwas Ungeldstes enthielt, wurde schnell {il- 
triert und in mit NaCl gesiittigten Eisessig eingegossen. Die er- 
haltenen prachtig ausgebildeten Kristalle erinnerten allen 
Stiicken an Acethiimin und ergaben bei der Analyse: 62,94°)o C, 
8.12%) N und OC,H.,. 

Die Umwandlung resp. Isolierung des Acethamins geling! 
noch leichter bei Anwendung der entsprechenden Bromverbindung. 

6. Versuch. 23/21 einer alkoholischen Hiaminlésung, 
Versuch 1 bereitet, wurde mit einer 10°/oigen Loésung von 
Bromwasserstoffsiiure in folgender Art behandelt. 

a) Ie] der Himinlésung wurde sofort mit 15 eem der 
obigen Bromwasserstoffsiiureldsung versetzt und der Kristallisation 
iiberlassen. Die erhaltenen Kristalle waren nicht einheitlich, 
vorwiegend lagen flache Prismen vor, welche 2,25°/o OCH, 
enthiclten. 

b) 21 der Hiiminlésung wurden auf 50° erwiirmt und mil 
50 com der Bromwasserstoffsiiure versetzt. Jetzt wurden wiirlel- 
formige Kristalle erhalten, die 6,0°,0 OC,H, aufwiesen. 

ce) Die Mutterlauge von b enthiell’ noch eine ansehniiche 
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Quantitat von Farbstoff: sie wurde mit Salzsiiure behandelt. 
Nach liingerem Stehen schieden sich Kristalle als Nadeln und 
Wiirfel ab, die in Alkohol gelést wurden, und die Losung 
wurde nach Zusatz von Salzsiiure langere Zeit gekocht. Nach 
dem Abkithlen wurden Wiirfel erhalten, die 8,9°/o OC HL, enthielten. 

7. Versuch. 2 ¢ des Priiparats 6b wurden unter Zusatz 
yon 2 g Chinin in 100 ecem Chloroform gelést und die Losung 
in eine siedende eisessigsaure Losung (500 ccm) von KBr ein- 
getragen. Nach dem Abkiihlen erhielten wir gut entwickelle 
Kristalle, die in allen Stiicken an die des Acethamins crinner- 
ten, aber auch nicht ganz einheitlich waren, was daraus zu 
schlieBben ist, daB sie 59,66°/o CG und 0,89°/o enthielten. 
Es kann aber keinem Zweifel unterliegen, dafi hier ein Analog 
des Acethiémins vorlag, in welchem das Chlor durch Brom, 
wenn auch nicht vollstandig, ersetzt war. Eine zweite Kri- 
stallisation, zu der das Material leider nicht ausreichte, hiitte 
wohl ein vollkommen einheitliches Produkt ergeben. 

Wie vorhin schon erwiihnt, ist Acethamin hochst wahr- 
scheinlich das erste gefiirbte Spaltungsprodukt des Hitmoglobins 
und sollte kurzweg Hamin genannt werden. Wie wahrscheinlich 
diese Annahme auch sein mag, der exakte Bewcis derselben 
isl schwieriger zu erbringen. Wir haben versucht, dieselbe 
auf einem indirekten Wege zu beweisen, niimlich durch den 
Nachweis, da$B die Natur der verwendeten organischen Sdaure 
von keinem EinfluB auf die Zusammensetzung des entstehenden 
Hiimins ist, und benutzten hierzu anstatt Essigsiiure Propionsiiure. 
Der Versuch ist insofern giinstig ausgefallen, als das erhaltene 
Hiimin ganz wie das nach der gewOdliniichen Methode darge- 
stellte Acethimin aussieht, aber eine Durchanalysierung mehrerer 
Priiparate wird uns erst die Identitét beider Substanzen er- 
bringen. Uber die erhaltenen Resultate, wie auch die spektro- 
skopischen Studien der verschiedenen Hamine soll spiter be- 
richtet werden. 


Krakau, im Dezember 1903. 
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Uber die Bestimmung der anorganischen Bestandteile in 
menschlichen Organen. 
Von 
M. Dennstedt und Th. Rumpf. 


Der Redaktion zugegangen am 45, Januar 1904.) 


Die Wichtigkeit der anorganischen Bestandteile im Tier- 
und Pilanzenkorper ist zuerst von Liebig erkannt und gewil 
nicht tiberschiitzt worden, wenn er z. B. sagt, dab die Er- 
mittelung des Gesetzes der Abhiingigkeit der Funktionen und 
Beschaffenheit des Blutes von der Natur und Quantitat der un- 
verbrennlichen Bestandteile der unterste Stein der Grundlage 
der Medizin und Physiologie und dai es vollkommen  thoricht 
sei, vor der Legung dieses Steines an eine rationelle Heilwissen- 
schalt zu denken. 

Zalillose Aschenanalysen, die in seinem Laboratorium von 
ihm und semen Schiilern ausgefiihrt wurden, haben ihn zu 
dieser Schlubfolgerung berechtigt. Es ist allgemein bekannt 
und anerkannt, welche Umwiilzungen die aus seinen Arbeiten 
entwickeiten Ideen in ihrer Anwendung auf Agrikultur und 
Physiologie hervorgebracht haben. 

Noch viele Jahre sehen wir die Chemiker mit Aschen- 
analysen der Tier- und Pflanzensubstanzen lebhaft beschattigt 
und zumal auf dem Gebiete der land- und forstwirtschaftlichen 
Produkte hat Emil Wolff die Wissenschaft durch Tausende 
werlvoller Analysen bereichert. 

Allmiihlich aber nimmt die Zahl dieser Arbeiten ab und 
schlieblich verschwinden sie fast ganz aus der Literatur. 

Und das mit Recht: denn was wichtigen Schlub- 
foleerungen aus solchen Analysen gezogen werden kann, das 
ist bereits von Liebig geschehen, im wesentlichen sind seine 


: 
2 
pg 
i 
4 
Ks 
2 


( 


Die Bestimmung d. anorganischen Bestandteile in menschil. Organen. 
Ansichten nur bestiitigt worden und es ist kaum anzunehmen, dab 
aul diesem Wege noch ein besonderer Fortschritt zu erzielen ist. 

Es ist jedoch zu beachkten, daB man durch Veraschung 
der organischen Substanzen in mancher Beziehung zu geradezu 
unrichtigen Resultaten kommen kann, denn der in organischer 
Bindung vorhandene Schwefel und Phosphor wird in der Asche 
als Schwefelsiiure und Phosphorsiiure gefunden und mub ein 
vollig falsches Bild tiber die Verteilung von Siéuren und Basen 
ceben. 

vs ist im héchsten Grade zu bewundern, daf sich Liebig 
hierdurch nicht auf Abwege hat bringen lassen, sondern dal 
cy alsbald erkannt hat, dafi im lebenden Organismus in Wirk- 
uchkeit nur Spuren von Schwefelsiure vorhanden sind. benso 
uaben ihn die tibermiibig grofen Phosphorsiiuremengen in der 
‘utasche, die ebenfalls zum grofen Teil organischer Herkunft 
sind, nicht an der Erkenntnis und wichtigen Bedeutung der 
Alkaleszenz des Blutes irre gemacht. 

Wir haben schon vor einigen Jahren, durchdrungen von 
der Bedeutung der Mineralbestandteile im lebenden Organismus 
im gesunden und kranken Zustande, eine umfangreiche Arbeit 
liber die chemische Zusammensetzung des Blutes und verschie- 
dener menschlicher Organe in Krankheiten begonnen und 1900 
in den Mittetlungen aus den Hamburgischen Staatskranken- 
wustalten Bd. S. 1 veroffentlicht. 

Wir gingen dabei von der Ansicht aus, dafi mit Aus- 
nulhme gewisser krankhafter Zustiinde nur die in der Korper- 
iliissigkeit gelosten anorganischen Bestandteile von physiologischer 
Bedeutung seien, dai man daher die léslichen und unloslichen 
Salze gesondert bestimmen miisse, ferner aber, dab die bei 
der Veraschung entstehende Schwelelsiiure und Phosphorsiiure 
volliig gleichgiiltig ist und daB nur die im lebenden Organismus 
lertig gebildete und zirkulierende eine physiologische Rolle 
splelen konne. 

Da der in der Asche als Schwefelsiiure und Phosphor- 
sdure vorhandene Schwefel und Phosphor ais aus Kiweibver- 
bindungen stammend anzusehen war, so glaubten wir durch 
Diffusion eine Trennung bewirken zu kdnnen. 
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Gbwohl wir auf diese Weise nicht zum Ziele gelangten — 
in betreff der Einzelheiten verweisen wir auf die angezogene 
Mitteilung — so haben wir doch eine grobe Reihe von Ana- 
lysen durchgefiihrt, haben aber nun bei Fortsetzung der Arbeit 
den Gang der Untersuchung wesentlich vereinfacht. 

Neben der Schwefel- und Phosphorsiure, die in eiweili- 
freier wisseriger Losung zu bestimmen waren, sind nur in 
lOslicher Form vorhanden die Alkalien, Magnesium und Chlor. 
Kalk und Eisen finden sich auch in unléslicher Form und zwar 
der Kalk wohl ausschlieBlich in Gestalt unldslicher Salze, das 
Kisen dagegen, dessen unloslicher Teil den lOslichen weit tiber- 
triffi, diirfte in dem unloslichen Teil wohl ausschlieBlich Be- 
standteil organischer Verbindungen sein. Aber es lieb sich 
nunmehr nicht nur der Gang der Analyse wesentlich verein- 
fachen, sondern es konnten auch noch neue wichtige Zahien 
gewonnen und iiberdies auch die Gesamtmenge der vorhandenen 
anorganischen Salze berechnet werden. 

Der umstiindlichste Teil der Arbeit war selbstverstiandlich 
die-Herstellung der von Eiweif belfreiten Losung, sie wurde 
daher auf das geringste Mai beschrinkt und in dieser Losuug 
wurden auber Schwefelsiiure und Phosphorsdure nur diejenigen 
Stoffe bestimmt, die auch in unldslicher Form vorkommen. 
nimlich Eisen und Kalk. Die tibrigen aber, von denen sicher 
feststeht, daB sie tiberhaupt nur in loslicher Form im Organismus 
enthalten sind, niimlich Alkalien, Chlor und Magnesium, dic 
wurden direkt in der eingetrockneten und entfetteten Organ- 
tnusse mil dem Gesamtkalk, Eisen, Schwefel und Phosphor in 
gleich zu beschreibender Weise bestimmt. 

Von der Bestimmung dieser letzten drei haben wir trotz- 
dem nicht absehen zu diirfen gegiaubt, weil sie, wenn auch: 
nicht fir die Mineralsalze selbst, doch an sich von physiologischer 
Bedeutung sein dirften. Nur von der Bestimmung des Stick- 
stoffs wurde vollig abgesehen, da die Organe hiiufig schon dic 
Zeichen beginnender Faulnis erkennen liefen. 

Auch der Fettgehalt des Blutes und der Organe_ steli! 
gewifh mit vielen Krankheiten im nachsten Zusammenhange. 


wir haben daher geglaubt, iin in allen Fallen bestimmen 21 
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sollen. Da das Fett aber offenbar mit den mineralischen Salzen 

und ihren physiologischen Funktionen kaum etwas zu tun hat, 

so muften die gefundenen Mineralbestandteile, wenn die gefun- 

denen Werte untereinander vergleichbar werden sollten, von 

diesem zufilligen Faktor befreit und daher auf fettfreie Substanz 
berechnet werden. 


Da endlich auch die Konzentration der Salze innerhalb 
der _KoGrpersiifte von Bedeutung sein kann, so sind die gefun- 
r denen Resultate nicht nur auf Trockensubstanz, bei 100° ge- 
 trocknet, sondern auch auf frische Substanz berechnet worden. 
7 Das ganze Verfahren nahm nunmehr folgende Gestalt an: 
100 g, je nach der zur Verfiigung stehenden Menge 
r mehr oder weniger, Blut oder mit Hilfe der Fleischmaschine 
™ zerkleinertes Organ wurde in einem = geriiumigen Kolben mit 
n einem Liter kalten Wassers tibergossen und 24 Stunden stehen 
n gelassen, dann aufgekocht und nach dem Erkalten auf 2 1 auf- 
velillt. Eine abgemessene Menge, z. B. 500 com, wurde zur 
\usfallung der Enweibsubstanzen mit 50 ecm einer konzentrierten 
le fanninlésung versetzt, einen Tag stehen gelassen und ein ali- 
i quoter Teil, z. B. 200 cem, abfiltriert. 
7 In 100 cem wurde dann die Schwefelsiiure, in LOO cem 
. die Phosphorsiiure bestimmt. Zur Bestimmung der Schwefel- 
er of siiure wurde einfach mit Salzsiiture angesiiuert und mit Chlor- 
ls buryvum gefiillt, fiir die Phosphorsiiture wurde mit Salpetersiiure 
lie angesauert, mit Molybdiinlésung gefaillt und wie gewohniich 
weiter verfahren. Zur Bestimmung des in loslicher Form vor- 
iN) handenen Kisens und Kalks wurde ein aliquoter Teil der klar 
liltrierten Fltissigkeit, etwa 3-—400 com, eingedampft, der Riick- 
stand verascht und in verdiinnter Salzsiiure gelost. In dieser 
ch Losung wurde das Eisen nach Zusatz von Natriumacetat als 
er | Vhosphat gefallt und bestimmt und im Filtrat der Kalk als Oxalat. 
k- | Zur Bestimmung des Gesamteisens und Kalks, sowie zur 
Jie | bestimmung der Magnesia und der Aikalien wurde die urspriing- 
iche Substanz benutzt. 
oht 2—10 g, auch mehr, der auf dem Wasserbade getrock- 
ae, neten Substanz wurde ohne jeglichen Zusatz vorsichtig verascht, 


a mit wenig Salzsdéure extrahiert und der Kuckstand weiter ge- 
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sliiht, bis fast siimtliche Kohle verbrannt war. Die durch Anus- 
ziehen mit Salzsiiure gewonnene und filtrierte Losung wurde 
dann auf 250 cem aufgefiillt und davon 100 cem fiir die Be- 
stimmung des Eisens, des Calciums und des Magnesiums ver- 
wendet, indem man nach Ubersiittigen Ammoniak eSsig- 
saures Ammon zusetzte und mit Essigsiiure ansiiuerte. Der 
entstandene Niederschlag von Kisenphosphat wurde nach einiger 
Stehen in der Wiirme filtriert. Aus dem essigsauren Filtra! 
wurde der Kalk mit oxalsaurem Ammon, aus dem Filtrate davon 
die Magnesia mit Ammoniak gefillt. Die vorhandene Phosphov- 
siure reicht immer vollstindig aus, um nicht nur das Ese: 
als Phosphat, sondern auch die Magnesia als phosphors:aure 
Ammoniakmagnesia zu fallen. 

100 ecm dienten zur Bestimmung der Alkahen und zwa 
wurde zundchst mit Baryt und Eisenchlorid gekocht, filtrier! 


der iiberschiissige Barvt mit Schwefelsiure entfernt, die letzten 
Spuren von Kalk mit Ammoniak und kohlensaurem Ammo: 
gefillt, filtriert, eingedampft und nach Zusatz von etwas Schwefel- 
siiure, um dic etwa noch vorhandenen Chloride in Sulfate um- 
zuwandeln, gegliiht und gewogen. In der so gefundenen Mens 
der Alkalisulfate wurde nur noch die Schwefelsiiure bestimm 
und daraus Kahum und Natrium berechnet. 

Zur Bestimmung des Chlors und des Phosphors wurd: 
der nicht entfettete, von der Wasserbestimmung stammende. 
bis zu konstantem Gewicht getrocknete Riickstand benutzt. 

Dieser. Riickstand wurde nach Moraezewski (siehe dies 
Zeitschr., Bd. XXII, S. 487) mit konzentrierter Salpetersiiure 
unter Zusatz von Silbernitrat erhitzt und nach der ZerstOrune 
der organischen Substanz das Chior entweder titrimetrisc! 
oder gewichtsanalytisch bestimmt. Aus dem von Silber befreile 
Filtrat wurde die durch Oxydation entstandene Phosphorsiiure 
mit molybdiinsaurem Ammon gefiilit und schlieBlich als 
nesiumpyrophosphat auf die Wage gebracht. 

Der Gesamtschwefel wurde nach Asboth durch Zerstorer 
der Substanz mit Soda und Natriumsuperoxyd im Nickeltics: 
bestimmt. 

Was die Zusammenstellung der Resultate anbetriffl. 
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muBten wir uns friiher, da uns die Menge der in der Korper- 
fliissigkeit gelOsten Sehwefelsiure und Phosphorsiiure unbekannt 
war, damit begniigen, die gefundenen Zahlen, berechuet auf 
{000 Teile frischer Substanz und auf 100 Teile Trockensubstanz, 
in Tabellen zu ordnen; auberdem konnten wir den Gehalt der 
Asche an den einzelnen Substanzen in Prozenten ausgedriickt 
angeben. Es sei nochmals besonders betont, hier unter 
Asche die Summe der anorganischen Salze, nicht aber die 
wirkliche Asche, die man beim Verbrennen der Substanz zuriick- 
behilt, verstanden ist; denn diese hat eine ganz andere Zu- 
summensetzung, weil ein Teil ihrer Bestandteile durch Ver- 
liic-htigung verloren geht, und weil die Hauptmenge des orga- 
nischen Schwefels und Phosphors in Gestalt’ von Sehwefel- und 
Phosphorsiiure eventuell unter Verjagung von Kohlensiure zuriick- 
bleiben. Wir haben daher friher diese beiden Siiuren bei der 
berechnung der Gesamtasche, unter der Annahme, daS sie in 
Wirklchkeit trotz ihrer physiologischen Wichtigke:it doch nur 
in sehr geringer Menge vorhanden seien, einfach vernachliissigt 
und aus dem angefitihrten Grunde geglaubt, nur einen geringen 
lehler zu begehen. Das ist jedoch nicht unter allen Umstiinden 
richiig, sondern nur dann, wenn die Basen in so grober Menge 
vorhanden sind, dab sie zur Sattigung der Salzsiiure, der Schwelel- 
siiure und Phosphorsiure vollstandig ausreichen, oder wenn gar 
die Siuren tiberwiegen; in diesem letzlen Fall bat man das 
Vorhandensein saurer Phosphate anzunehmen: sind dagegen 
die Basen im UberschuB, so der iiberschiissige Teil schon 
im Korper an Kohlensaéure oder an organische Siiuren z. B. 
Milechsaure gebunden gewesen sein. Wir haben stets Kohlen- 
siiure angenommen und diese den Salzen zugerechnet; die 
Salzmenge wird dadurch entsprechend vermehrt. 

Ks hat sich nun gezeigt, daBb von allen Organen, ein- 
schiieBlich dem Blute, nur die Leber stets einen Uberschul 
von Saure enthielt, mit Ausnahme eines einzigen Falles, wiih- 
rend umgekehrt das Blut nur ein einziges Mal Uberschu’ an 
Saure besab. Von den tibrigen Organen verhiilt sich das Herz 
mit wenigen Ausnahmen fast immer wie das Blut, die anderen 
zeigen bald Siiure, bald Base im Uberschub. 
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Beider Berechnung und Zusammenstellung der gewonnenen 
analvtischen Daten glaubten wir erst, um eine bestimmte und 
vergleichbare -Aschenmenge» zu erhalten, derart verfahren zu 
konnen, dab wir Basen und Siituren zu den wahrscheinlichsten 
Salzen kombinierten und dann einen Uberschuf von Siiure als 
freie, Phosphorsiiure, einen UberschuS von Basen als kohlen- 
saures Alkali in Rechnung stellten. 

hs wurde, was uns am wahrscheinlichsten diinkte, zuniichst 
das gesamte Chior als in Chlornatrium und die gesamte Schwefel- 
siiure als in Kaliumsulfat vorhanden angesehen und berechnet, 
Dann wurden Eisen stets, Kalk und Magnesia dann als tertiiire 
Phosphate angénommen, wenn UberschuB an Base, Kalk aber 
als primiires, Magnesia als sekundires Phosphat, wenn Uber- 
schub an Siiure voriag. 

Das bei der Berechnung des Wochsalzes etwa  tibrig- 
sebliebene Natrium und das bei Berechnung des Kaliumsulfats 
etwa itbriggebhebene Kalium wurde mit der noch vorhandenen 
Phosphorsiiure bei zu primiirem Phosphat, bei 
Metalltiberschub zu Phosphat) kombiniert und zuin 
Schlub der verbleibende Rest von Alkali als Karbonat berechnet. 

Gbwohl ber dieser Art der Berechnung in vielen Fiillen 
ein tiberraschend genaues Aufgehen von Basen Siiuren 
eintrat, so sind wir doch sehr batd, wenn auch gerade wegen 
des hiiufig eintretenden guten Zusammenstimmens, nur mit 
einigem Widerstreben davon zuriickgekommen, denn wir kounten 
uns doch nicht so leicht tiber die in dem Verfahren liegende 
Willkiir hiiwegsetzen und muBten uns selbst sagen, dab wir 
uns ja die Bestimmung der in den Korperfliissigkeiten gelosten 
Mineraibestandteile zur Aufgabe gesetzt hatten, daf aber gerad 
in Losungen von einem Bestehen der so willkiirlich angenom- 
menen Salze nebeneinander keine Rede sein kann. 

Wir gingen daher zu der einzig rationellen und unbe- 
streitbaren Berechnung und Zusammenstellung in Form = der 
lonen tiber. Wir verfuhren so, dab die auf 1000 Teile fett- 
freier, Trockensubstanz berechneten analytischen Zahlen der 
Elemente durch die Aquivalentgewichte dividiert wurden, wobei 
Kk. Na, Cl als einwertig, Ca, Mg und S, entsprechend dem 
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Schwefelsiureion (SO,), als zweiwertig, Fe und P, entsprechend 
dem Phosphorsiureion (PO,) als dreiwertig angesehen wurden. 
Hie Summe der basischen Bestandteile, der Kationen, muBte, 
wenn nur neutrale Salze vorhanden waren, gleich sein der 
Summe der sauren, der Anionen. 

Waren jedoch die Basen im UberschuB, so war dieser 
als in Wahrheit mit Kohlensiiure verbunden anzunehmen und 
man muBbte die Differenz mit 6, dem Aquivalent des Kohlen- 
-tolfs in dem WKohlensiiureion (CO.), multiplizieren und die so 
vewonnene Zahl den in der Analyse gefundenen analytisechen 
\Verten hinzuaddieren, 

Waren dagegen die sauren Bestandteile im Uberschu, 
<» mufte die Differenz auf freie Siiure mit dem Aquivalent 
des Wasserstoffs H == f multipliziert in Rechnung gesetzt werden. 

Fir die Berechnunge der im = ganzen vorhandenen Salz- 
menge waren die lonen eimzusetzen. d.h. ftir die Kationen 
uiimlich fiir die Metalle und den Wasserstoff und von den 
A\nionen nur fiir das Chior, die Elemente selbst: fiir Schwefel 
Phosphor, und Kohlenstotf die Anionen SO,, PO, und CO,. Die 
summe der lonen ergab die Menge der in den Organen ent- 
hallenen léslichen Saize, die, auf 1000 Teile fettireier Trocken- 
substanz und frischer Substanz berechnet, in den Tabellen zu- 
sammengestellt sind. In einer zweiten Tabelle ist dann noch 
die prozentische Zusammenseltzung der loslichen Salze angegeben. 
Cin diese Art der Berechnung leichter verstiindlich zu machen, 
soll sie an zwei Beispielen, einem, wo die Anionen, und einem, 
wo die Kationen im Uberschu8 sind, durchgefiihrt werden. 


1. Laue: Diabetes mellitus (Leber). 


Tausend Teile frisecher Substanz enthalten: 
Wasser = 757,77 
Trockensubstanz 190.65 


Fett = 91,58 


il 


1000 Teile fettfreier irischer Substanz: 
Wasser = 798.98 
Trockensubstanz == 201,02 
In 1000 Teilen Trockensubstanz wurden gefunden 
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in léslicher Form: dividiert durch die Aquivalente 
K =s 9£93 : 39,15 == 0.2559 
= 921 : 2305 =  0,39% 
O62 20,00 = , 0,0310} 0,8627 
= O84 1218 = 00690 
Fe = 204 : 1867 “= 0,1093 0.0860. Differenz 
== 13.59 : 83,40 
= : 165 == 0.0243 ¢ 0.9487 
| 5,59 : 10,33 
H = 0086: 1 0.0860 


Die Anionen sind im UberschuB, es mu’ daher die 
Differenz 0,086 durch 1 maltipliziert als Wasserstoff, wie oben 
geschehen, hinzugefiigt werden. 

Die Gesamtmenge der Salze in) 10000 Tetlen 
Troekensubstanz betriigt dann, nachdem der Schwefel auf das 
Schwefelsiitureion SO, und der Phosphor auf das) Phosphor- 
siiureion PO, umgerechnet wurde, 


absolut: in Prozenten: 

K = 993 18,18 
Na = 921 16,56 
Ca = 0,62 {1-4 
Mg = 1.54 
Fe == 2,04 3,74 
Cl : 13,59 24,88 
= 2.14 
PO, = 31,37 
H = 0,08 0,15 

54.61 100,00 


Da 1000 Teile frischer Substanz 201,02 Teile Trocken- 
substanz enthalten, so sind, um die Zusammensetzung von 
1000 Teilen frischer Substanz zu erhalten, diese Zahlen mii 
0.201 zu multiplizieren und man erhalt: 


K = 200 
Na = 1,85 
Ca = O12 
Me = 0,17 
Fe = OA 

SO, = 0,24 
PO, = 3,44 
= 0,02 
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2. Laue (Blut). 


Tausend Teile frischer Substanz enthalten: 


Wasser == 826,19 
Trockensubstanz == 173,66 
Fett = O15 
folglich 1000 Teile fettfreier frischer Substanz: 
Wasser = §26,31 
Trockensubstanz == 175,69 


In 1000 Teilen Trockensubstanz wurden gefunden 


in lOslicher Form: durch die Aquivalente dividiert : 
K = 900 : 3915 =  0,2298 
= 11,22 : 2305 = 
— 027 2000 = 0,0135! 0.7940 
= 067 : 1218 = 0.05424 
“Ire O48 : 1867 =  0,0097| 4214 Differenz 
= 1040 : 3545 = 0.2934 
21S = 040 : 16,03 = 0.0250 0.3726 
2 \p = 056 : 1033 = 0,0542 
C = 259: 6 = 04214 


Die Kationen sind im UberschuB, es mul} daher die Differenz 
0.4214 als Kohlensiiure (CO,) und multipliziert mit dem Aqui- 
valent des Kohlenstoffs 6 den gefundenen Elementen  hinzu- 
addiert werden, wie oben geschehen ist. 

Die Gesamtmenge der léslichen Salze betragt dann, nach- 
dem der Schwefel auf das Schwefelsiiureion, der Phosphor auf 
das Phosphorsiiureion und der Kohlenstoff auf das Kohlen- 
siiureion umgerechnet wurde: 


absolut : in Prozenten: 

kK == $00 19,01 
Na = 114,22 23,71 
Ca = O27 0,57 
Mg - 0,67 1,40 
Fe = 018 0,38 
Cl = 10,40 21,97 
53, = 12 2,52 
PO, = 1,2 3,65 
CO, = 12,68 26,79 

47 34 100,00 


Da in 1000 Teilen frischer Substanz 173,69 Trocken- 
substanz enthalten sind, so sind die gefundenen Zahlen, um 
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sie auf 1000 Teile frischer Substanz umzurechnen, mit 0.1737 
zu multiplizieren und man erhiilt: 


K = 1,563 
Na += 1,943 
(“a = 0,047 
Mg == 0,115 
Ke = 0,031 
= 1,606 
SO, = 0,207 
PG, = @200 
CO, = 2,202 


Wie schon auseinandergesetzt, sind die von uns in der 
veschilderten Weise bestimmten und errechneten Mineralbestand- 
teile natiirlich mit den durch wirkliche Veraschung gefundenen 
durchaus nicht identisch. Wir sind aber der Meinung, dat 
die nach unserem Verfahren gefundenen Werte von grdferer 
Bedeutung sind, als die alten durch Veraschung gefundenen, 
die wohl die Beurteilung des relativen Verhiiltnisses einzelner, 
und zwar nur der in keiner Weise fliichtigen Bestandteile zu- 
lassen, nicht aber auf die wirkliche Menge und Art der zu 
Lebzeiten in den Organen enthalten gewesenen Mineralbestand- 
einen Rickschlub gestatten. 

Man wird natiirlich erst dann hoffen diirfen, weitgehende 
Schliisse zu ziehen, wenn ein gréBeres Material vorliegt, als 
wir es hier zu bieten imstande sind. Zwar sind im ganzen 
von uns, zusammen mit den bereits verdlfentlichten, nicht 
weniger als 123 Organe von 35 Leichen mit etwa 2400 Einzel- 
bestimmungen untersucht worden. Das ist eine Arbeit, die die 
Kraft des einzelnen tibersteigt, die auch ftir uns nicht durch- 
fiihrbar gewesen wiire, wenn wir uns nicht der unermiidlichen 
Hilfe des Herrn F. Hafler, wissenschaftlichen Hilfsarbeiters 
am Chemischen Staatslaboratorium, zu erfreuen gehabt hatten. 

Trotz dieser ungeheuren Arbeit fehlt aber noch immer 
das eigentliche Fundament, auf dem die ganze Untersuchung 
ruhen sollte, d. h. die Kenntnis von der normalen Zusammen- 
setzung gesunder Organe. Ja nicht einmal die Frage konnen 
wir mit Sicherheit beantworten, ob es tiberhaupt eine solche, 
in nicht zu weiten Grenzen schwankende normale Zusammen- 
setzung gibt. 
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Wir haben uns dadurch zu helfen gesucht, dab wir vor- 
liufig die Zusammensetzung der nicht erkrankten untersuchten 
Organe als Norm angenommen haben. Aut dieser Grundlage 
libt sich immerhin aus dem groben zur Verfiigung stehenden 
Material eine Reihe von Schlubfolgerungen ziehen, die an 
andrer Stelle mit den zu Tabellen geordneten Daten verdffent- 
licht werden sollen. 

Hier wollen wir zum SchluB nur noch dem Wunsch und 
der Uberzeugung Ausdruck geben, dafi auf Grund einer Art 
von Vereinigung der Fachgenossen das unvollstiindige Material 
nach den von uns angebahnten Gesichtspunkten eine Vervoll- 
stiindigung durch gemeinsame Arbeit erfahren kann. 

Gewib lassen sich die von uns angewandten Methoden 
noch vereinfachen und verbessern; so liebe sich vielleicht zum 
Beispiel die indirekte Bestimmung der Alkalien durch direkte 
Bestimmung des Kaliums als Kaliumplatinchlorid noch sicherer 
gestalten. Wir sind aber der Meinung, dai im grofen und 
ganzen der von uns eingeschlagene Weg sehr wohl gangbar ist. 

Alljihrlich werden in den Unterrichtslaboratorien der 
Universitiiten usw. zahllose Ubungsanalysen angestellt, ohne 
daB damit dem Fortschritte der Wissenschaft gedient wird. 
Iher koénnten sehr wohl nach dem von uns vorgeschlagenen 
Gange tierische Organe, im besonderen auch Blut untersucht 
werden. Lift man die Bestimmungen doppelt ausfiihren, so 
hat man auch fiir deren Richtigkeit eine gewisse Garantie und 
im Laufe der Zeit wiirde ein wertvolles Material gesammelt. 

Die agrikulturchemischen Laboratorien, die Jandwirtschaft- 
lichen Versuchsstationen u. a. besehiifligen sich noch immer 
mit Aschenanalysen von Pflanzen, obwohl aus ihnen kaum 
noch neue Gesichtspunkte gewonnen werden konnen. 

Setzte man an deren Stelle eine Bestimmung der Mine- 
ralbestandteile in dem von uns befiirworteten Sinne, bestimmte 
man sie so z. B. im ruhenden Samen, in den einzelnen Organen 
und in den verschiedenen Entwicklungstadien, so ist sehr wohl 
zu hoffen, dafi auch tiber die physiologische Bedeutung der 
Mineralstoffe in der lebenden Pflanze eine grobere Klarheit ge- 
wonnen wiirde. 
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Ist erst einmal durch gemeinsame Arbeit geniigendes 
Material zusammengetragen, dann libt sich vielleicht auch durch 
Anwendung physiko-chemischer Methoden die Untersuchung 
fordern und erleichtern, indem man vor Beginn der eigentlichen 
Analyse z. B. durch Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit, 
der Gefrierpunkterniedrigung der gewonnenen wisserigen Lés- 
ungen feststellt, ob man es, was die gelOsten Salze anbetrifft, 
mit normalen oder von der Norm abweichenden Loisungen zu 
tun hat. Die ersten konnten dann ausgeschaltet, die anderen 
weiter untersucht werden. 

Wir wollen zum SchluB der Hoffnung Ausdruck geben, 
dafi diese unsere Anregungen bei den Fachgenossen auf frucht- 
baren Boden fallen mogen. ' 


Hamburg und Bonn, den 31. Dezember 1903. 


Die Monoaminosduren des Salmins. 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem ersten chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1904. 


Die Gruppe der Protamine zeichnet sich gegentiber den 
gewOhnlichen Eiweibkorpern durch den hohen Gehalt an «Dia- 
minosiiuren», speziell an Arginin aus. Kossel, dem wir die 
eingehendsten Studien iiber diese Klasse der Eiweibkorper ver- 
danken, fand mit seinen Schiilern!) folgende Gewichtsprozente 
an Arginin: im Salmin 84,3°/0, im Clupein 82,2°/0, im Cyclop- 
lerin 62,5°/o, im Sturin 58,29/o. Letzteres enthalt auberdem 
12,9°/o Histidin und 12,0°/o Lysin, wihrend die iibrigen ge- 
nannten Protamine neben Arginin keine weiteren  « Diamino- 
siiuren» zu enthalten scheinen. Kossel hat ferner nachgewiesen, 
daB auch Monoaminosiiuren im Molekiil der Protamine  ent- 
halten sind. Im Clupein?) findet sich Aminovaleriansiure, im 
Cyclopterin 3) Tyrosin und Skatolaminoessigsiure.') Im Salmin 
konnte Kossel ebenfalls eine Monoaminosiiure nachweisen, 
welche der Aminovaleriansiiure zu entsprechen schien.°) 


') Kossel, A. und Fr. Kutscher,. Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 
S. 207, 1900/01. 

*) Kossel, A., Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 5. 590, 1898/99. 

>) Morkowin, N., Diese Zeitschrift, Bd. XXVIIT, 313, 1899, 

4) Kossel, A., Bull. de la Société chimique de Paris, Bd. AXNIX—XXX, 
Nr. 14, 3. série, 1905. 

°) Nachdem diese Arbeit bereits abgeschlossen war, ist von Kossel 
ein weiterer Beitrag «Zur Kenntnis des Salmins» erschienen (Diese Zeit- 
schrift, Bd. XL, S. 311, 1903). Kossel teilt darin mit, dafS§ es thm ge- 
lungen ist. unter den Spaltungsprodukten des Salmins @-Pyrrolidinkarbon- 
siiure nachzuweisen. 
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Emil Abderhalden, 


Es war nun von hohem Interesse, durch eine modglichst 
genaue Bestimmung der am Aufbau des Protaminmolekiils be- 
teiligten Verbindungen die Stellung der Protamine zu den iibrigen 
Kiweifkorpern zu prazisieren. Auf Anregung von Herrn Geh. lat 
Emil Fischer wandte ieh deshalb auf das Protamin der Lachs- 
testikel, «das Salmin». die Estermethode an. Den Einwand, 
den man tibrigens gegen jede Untersuchung an Proteinstoffen 
erheben kann, dai das untersuchte Material keine Garantie fiir 
Chemische Einheitlichkeit biete, suchte ich durch moéglichst sorg- 
filtige Darstellung einzuschriinken. Als Spaltungsprodukte des 
Salmins wurden mit Sicherheit nachgewiesen: Alanin, Leu- 
cin und a-Pyrrolidinkarbonsaure, Als wahrscheinlich vor- 
handen zu bezeichnen sind Phenylalanin und Asparaginsiiure. 

Durch diesen Befund ist — die Einheitlichkeit des Salmins 
vorausgesetzt nachgewiesen, dab das Protamin «Saimin 
gegen die gewohnlichen nicht scharf abgegrenz| 
ist. Das Salmin ist kein einfacher Eiweibkorper. Es steht ge- 
wissermabhen am Ende einer kontinuierlichen Reihe von Eiweib- 
korpern, deren anderes Ende dureh die fast gar keine «Diamino- 
siiuren» aufweisende Seide gebildet wird. Den Ubergang von 
den Protaminen zu den gewohnlichen Eiweibkorpern dtirtten 
die Histone bilden. Wie Miescher in seinen Studien tiber das 
Leben des Lachses im Siibwasser bereits geschildert hat, diirfte 
sich die Bildung des Salmins aus den komplizierten Eiweil}- 
korpern gleichfalls iiber die Histone vollziehen. 


Experimenteller Teil. ? 


Das zu den vorliegenden Untersuchungen verwendete Pro- 
tamin stammt aus Lachsperma. Dasselbe wurde als Sulfat nach 
dem Verfahren von Kossel') dargestellt. Zur vollstandigen 
Trennung des Salminsulfates von anhaftenden Nukleinsiiuren 
wurde dasselbe zweimal in heibem Wasser gelost, mit Alkoho! 
ausgefallt und schlieBlich das Pikrat gereinigt. Das so 
erhaltene Salminsulfat bildete ein weibes, lockeres Pulver. 

46 ¢ Salminsulfat wurden mit der dreifachen Menge kon- 


') Diese Zeitschrift, Bd. NAV. S. 166, 1898. 


Die Monoamtnosiiuren des Salmins. 


zentrierter Salzsiiture (spezifisches Gewicht 1,19) 6 Stunden 
am Riiekflubkiihler gekocht. und hierauf nach der von Emil 
Fischer angegebenen Methode verestert. 

Es wurden 10,5 ¢ Rohester erhalten. 

Die Destillation der Ester ergab folgende Fraktionen : 


Fraktion I: bis 100° des Wasserbades ber 10 mm -Druck 1.5 
» Il: >» 100" > » OD » 3.0 » 
Hi: 100 » 170° Olbades OD » > 3.0 » 


Fraktion | wurde durch 6stiindiges Kochen mit der ftinf- 
fachen Menge Wasser verseift. Beim Einengen schieden sich 
zuniichst Kristalle aus, welche nach Aussehen und Schmelz- 
punkt dem Leucin entsprachen. Aus der Mutterlauge dieser 
Kristalle wurde nach wiederholtem Umkristallisieren cine Ver- 
bindung erhalten, welche sich nach Schmelzpunkt, Geschmack 
und Zusammensetzung als Alanin erwies. Erhalten wurden 0,4 ¢. 

0.1630 ¢ Substanz gaben 0.2395 g CO, und 01137 ¢ HO. 
Berechnet ftir C,H,NO,: Gefunden: 

40,45 C und 7.87% o H 40,07 °/o Cound 7,81 H 
Schmelzpunkt 297° (korr.). 

Glykokoll lieb sich keines nachweisen. Auch aus dem 
von den Estern abdestillierten Ather konnten mit Salzsiture 
keine Aminosiiuren abgeschieden werden. 

Fraktion bestand gréBtentetls aus Leucin. 

0.1856 Substanz gaben 0.5734 ¢ CO, und 0.1650 ¢ H,O. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

54.97 %Jo C und 9.92% 54,87 %o C und 9,96 %o H 
Schmelzpunkt 299° (korr.). 

Aus der Leueinfraktion lief} sich durch Auskochen mit 
Alkohol eine Verbindung isolieren, deren wiederholt umkristalli- 
siertes Kupfersalz die Zahlen des a-pyrrolidinkarbonsauren 
Kupfers gab: 

0.1993 g Substanz gaben 0.2658 g CO, und 0,1073 ¢ HO. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cu 2H,C: Gefunden: 
36.63 C und 6,10 H 36.37 ° 0 CG und 6,05° 0 H. 


Das Estergemisch der Fraktion Hl wurde mit der fiinf- 
fachen Menge Wasser versetzt. Es trat eine schwache, milchige 
Triibung auf. Die Fliissigkeit wurde hierauf mit dem gleichen 
Volumen Ather vermischt und geschiittelt. Der wiederholt. mit 
Wasser ausgewaschene Ather hinterlicf beim Verdunsten einen 
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Ester. Nuch Verseifting mit Salzsiiure und Isolierung der Amino- 
siiure durch Ammoiuiak!) ergab der Riiekstand mit 25°/0-Schwefel- 
siure und Kaliumbichromat beim Kochen  ausgesprochenen 
Phenylacetaldehydgeruch. 

Die vereinigten wiissrigen Ausziige wurden durch zwei- 
stiindiges Kochen mit Baryt auf dem Wasserbade verseift. Beim 
Mrkalten schied sich ein schwer losliches Barytsalz feinen 
Drusen nach Art des asparaginsauren Baryts ab. Das abfil- 
trierte Barytsalz wurde mit Schwefelsiure gekocht, die Schwefel- 
siiure mit Baryt quantitativ entfernt, und das Filtrat vom schwefel- 
sauren Baryt eingedampft. Der kristallinische Riickstand schmeckte 
und reagierte stark sauer. 

Das Filtrat vom ausgeschiedenen Barytsalz wurde mit 
Schwefelsiiure quantitativ vom Baryt befreit, das Filtrat 
schwefelsauren Baryt eingeengt und mit Salzsdure gesiittigt. 
Ks gelang nicht, eine Abscheidung von Kristallen zu erhalten. 


') Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, H. 4, S. 273, 1902, 


Uber das Verhalten gewisser organischer Verbindungen gegeniiber 
Blut mit besonderer Beriicksichtigung des Nachweises von Blut. 
Von 


Oskar Adler und Rudolf Adler. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1904.) 


Von den chemischen Methoden zum Nachweise von Blut 
kommt die Darstellung der Haminkristalle an erster Stelle in 
Betracht; als unterstiitzend fiir die Erkennung des Blutes kann 
unter Umstiinden auch der Nachweis der EiweiikOrper und des 
Kisens von Bedeutung sein. In klinischer Beziehung erfreut 
-ich die Guajakprobe allgemeiner Anwendung zum Nachweise 
von Blut im Harn, im Magensalte und in den Faeces. In letzter 
Zeit fand diese Probe in Vitali!) cinen warmen Fiirsprecher. 
Bekanntlich beruht die Guajakprobe auf der Fiihigkeit des 
Hiimoglobins, den aus dem TerpentinOl oder Wasserstoffsuper- 
oxyd stammenden Sauerstoff auf den wirksamen Bestandteil 
des Guajakharzes, der von Hadelich als Guajakonsiiure be- 
zeichnet wurde, zu Ubertragen, wodurch ein in neutraler oder 
saurer Losung blauer Korper entsteht, den man als Guajakon- 
siureozonid bezeichnet hat. 

An Stellé der Guajaktinktur haben wir uns mit Vorteil zum Nach- 
weise von Blut des Guajacins bedient, eines von Schmitt?) aus Gua- 
jakholz dargestellten Kérpers. der sich durch gréfKere Empfindlichkeit 
auszeichnet. Wir versetzen die zu untersuchende Fliissigkeit mit etwas 
Wasserstoffsuperoxyd und tberschichten mit einer alkoholischen Guajacin- 
sung, 

In neuerer Zeit hat Rossel*) zum Nachweise von Blut 
in) Harn das Barbados-Aloin empfohlen. Die Probe steht nach 
Utz*) in ihrer Empfindlichkeit der Guajakprobe nach. 


') Vitali, Giorn. di Farmace. di Trieste 1902, Bd. 7, S. 193. 

*) Schmitt, Le Bois de Gajac, Thése de Nancy, 1875, u. Mercks 
Bericht 1902, S. 75. 

5) Rossel, Schweizer. Wochenschrift Chem. Pharm. 1901, Nr. 39, 
>. 557 ff. 


4) Utz, Osterr. Chem. Ztg. 1902, Bd. 5, S. 5d8. 
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Oskar Adler und Rudolf Adler, 


In der vorliegenden Arbeit haben wir uns die Aufgahe 
gestellt, eine gréfBere Anzahl von chemischen Verbindungen. 
die durch Oxydation eine Farbenreaktion erfahren, syste- 
matisch auf ihr Verhalten gegeniiber Blut (bei Zusatz vou 
Wasserstofisuperoxvd) zu untersuchen, Kin Teil dieser Korper 
war bisher zum Nachweise von Ozon?!) und von oxydierenden 
Kermenten (Oxydasen)*) in Verwendung.  Insofern wir auch 
auf die Empfindlichkeit der Reaktionen, sowie auf das Ver- 
halten der Kontrollreaktionen Riicksicht genommen haben, 
dirften die Resultate unserer Arbeit vielleicht auch fiir das 
Studium von oxydierenden Fermenten einiges Interesse bieten, 


Il. 


lm nachfolgenden wollen wir das Resultat unserer syste- 
matischen Untersuchungen mitteilen. Von der groben Reihe 
der hier in Betracht kommenden Korper haben wir uns nur 
auf die aromatischen Amidokorper, Phenole, aromatischen Siiuren, 
auf die Diphenyl- und Naphtalingruppe beschrankt.?) Im An- 
schlusse daran untersuchten wir das Verhalten der Reduktions- 
produkte gewisser Teerfarbstoffe (Leukobasen). 

Das bei den Versuchen verwendete Blut wurde unmittelbar 
nach der Entnalime aus der Carotis des Tieres (ianinchen, 
delibriniert und zum Zwecke der Untersuchung durch Ver- 
diinnen mit destilliertem Wasser auf die bestimmte Konzen- 
tration gebracht. Die Reaktionen wurden nun derart angestelll. 
daf unter Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd bei einer Konzen- 
tration von 0,001°/o Blut (d. i. 100000 fache Verdiinnung) be- 
gonnen und der Versuch bis zur deutlichen Farbenreaktion 
bhezw. Farbendifferenz gegeniiber der Kontrolle fortgesetzt wurde. 
Diesen Punkt bezeichnen wir, wie aus der nachfolgenden Tabelic 
ersichtlich ist, als die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion. 

‘) Vergl. C. Arnold und C. Mentzel, D. chem. Ges., Ber. 1902, 
Bd. 35, S. 1324 u. 2902; Chlopin, Zeitschr. f. Untersuch. v. Nahrungs- 
und Genufim. 1902, Bd. 5, 504 u. a. a. O. 

?) Vergl. Neumann-Wender, Chem. Ztg. 1902, Bd. 26, 5. 1217 
u. 1221 u. a. a. O. 

‘) Thalliumhydroxydul zeigt gleichfalls unter gleichen Umstiinden 
das Vorhandensein von Blut an. Auf die tibrigen anorganischen Korper 
haben wir nicht Riicksicht genommen. 
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Zum Verstiindnisse der Tabelle sei hinzugefiigt, daB siimt- 
Reaktionen unter Zuhilfenahme von Kontrollen (gleiche 
Versuchsbedingungen, jedoch Abwesenheit von Blut) angestellt 


wurden, Zeigte die Kontrolle keine | 


‘arbeniinderung, so wurde 


sie als negativ bezeichnet; erfuhr jedoch das Kontrollreagens 
bereits durch den Luftsauerstoff eine Farbeniinderung, so konnte 
naturgemah nur die Farbendifferenz in Beriicksichtigung ge- 


zogen werden. 


Reaktion der 
Lo6sung 


| Farben- | 
| reaktion 


Emptind- 
lichkeits- 


Blut 


A. Amidokérper 
Monamine 
Vonomethylanilin 
methylanilin 
henvlamin 
-Toluidin 


1h) 


Diamine 
-Phenylendiamin 
-henylendiamin 
-henylendiamin 


Bb. Phenole 
nwertige Phenole | 
enol 4) 


-\midophenol 


sauer (HCI, H,SO,) 
sauer (HCI) 
sauer (C,H,O,) 
sauer (ECI) 


neutral 


neutral od. alkalisch 


(NaOH) 
alkalisch (NaOH od. 
Na,COQ,) 
neutral od. alkalisch 
(NaQH) 


| 
| grenze | Kontrolle 
| 
| 


schwarzgrin negativ 
hellgelb > 
| grun - > 
rol 
braunrot wenig 


braun 

violett 

braun 
rot 


violett 


rotbraun 


violett 


rotbraun 


neutral od. alkalisch. 


neutral od. alkalisch 
(NaOH) 
alkalisch (NaOH od. 
Na,CO,) 


Alkoholische Lésung. 


braunrol | 


emphiadlich | 


0.007 ‘| nach einigem 
O.007 | Stehen tritt 
0.007 Verffiirbung ein 


0.009 
baldiger 


Farbenausgleich 


O.009 
wenig | negativ 
'emplindlich 
| ‘ 
O.008 baldiger 
| Farbenausgleich 
wenlg negatiy 


/emptindlich 
wenig 
-emplindlich | 
wenig > 
emptindlich 
wenig 


-emptindlich | 


Kreosot aus Buchholzteer zeigt naturgemiif’ ‘ihnliches Verhalten. 
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Oskar Adler und 


Rudolf Adler, 


Emplind- 
Reaktion der Farben- lichkeits: 
Kontrol! 
Losung reaktion grenze 
Blut 
| 


B. Phenole 


b) zweiwertige Phenole 


Brenzkatechin alkalisch (NaOH) griin = 0,005 
(iuajakol ') ‘gelbbraun | 0,05 
Resorein griinlich 
Hydrochinon > braungelb 0,005 | 
Orein > rot 0,002 | 
c) dreiwertige Phenole | 
Pyrogallol | braun 0,003 
Phloroglucin » violett 0,005 | 
C, Aromatische Siiuren | 
| | 
Benzoesiiure alkalisch (NaOH) — | 
Salicylsiure » braun sehr wenig 
empfindlich 

Protokatechusiure > [rosa (allm‘ihlich, 0.001 
verseliwindend) | | 

Gallussiiure | > braun | 0,005 

| 

Diphenylgruppe | | 
Benzidin ‘) sauer (C,H,O,) griin ?) 0,001 

\ rot 0.05 


Tolidin ') 


Naphtalingruppe 
a-Naphtol 
B-Naphtol 
a-Naphtylamin *) 


') Alkoholische Loésung. 


alkalisch (NaOH) braun |), 
> braungelb) 

sauer (HCL) Schmatzighlan Wenig 


griin 


empltindlich | 


*) Nach liingerer Zeit werdend. 


*) Emptindlichkeit wurde nicht bestimmt. 


nach einiy 


Stehen Far 
ausglet 


negatiy 


nach einie 


Stehen Far 
ausele\ 


J 


nach linge 


Stehen Fay 
ausgle 


\ 
J 


negati\ 


negativ (gelb! 


Farbenausg|: 


negati 


baldige: 
Farbenausg|: 


her 


1} 


re) 


be 
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Aus der vorstehenden Tabelle ist also ersichtlich, dai sich 
die einzelnen Vertreter der angefiihrten Gruppen (Amidokorper, 
Phenole, Siuren) bei der angegebenen Behandlung in verschie- 
dener Weise dubern, und zwar derart, dab im allgemeinen bei 
den hoheren Giiedern eine grobere Emptindlichkeit zu bemerken ist. 

Im Anschlub an diese Versuche haben wir eine Reihe 
leichtoxydabler Leukobasen der Triphenylmethanreihe untersucht. 
Es stellte sich heraus, dafi sich die Gruppe des Malachitgriins 
(Malachitgriin, Brillantgriin, Siiuregriin) und die Rosanilinderi- 
vate (Dahlia, Methylviolett, Kristallviolett) zu dem = genannten 
Zweck am vorteilhaftesten eignen. Die tibrigen ‘Triphenylmethan- 
farbstoffe (Alkaliblau, Ketonblau, Patentblau, Cyanin, Tiirkis- 
blau), ferner die Eosine und Rhodamine fiihrten nicht zu einem 
viinstigen Resultate. 

An dieser Stelle sei den Farbwerken vorm. Meister, 
Lucius und Brtinning fiir die grobe Anzahl ihrer Produkte, 
die sie uns zur Verfiigung stelllen, herzlichst’ gedankt. 

Wenn beriicksichtigt, dab alle die vorgenannten 


heaktionen dadurch zustande kommen, dab der Bletfarbstoff 


den aus dem Wasserstoffsuperoxyd stammenden Sauerstoff an 
die betreffenden oxydationsfiihigen Kérper tibertraigt, so wird 
ich naturgemiih ergeben, auch andere Korper analoge 
heaktionen hervorrufen kénnen. 

Von den in Betracht kommenden Korpern seien hier genannt 
die Eisenoxydulsalze (Vitalij),!) die Rhodansalze (Tarugi),*) 
gewisse oxydierende Fermente (indirekte Oxydasen),%) 
denen allen die Fiihigkeit zukommt, bei Gegenwart von Wasser- 
sioffsuperoxyd als indirekte Oxydationsmittel zu wirken. In 
lierischen, Leukocyten fiihrenden Fliissigkeiten. (Harn, Speiche!, 
Miter) werden oxydierende Fermente zu vermuten sein, welche 
durch Kochen zerstért werden konnen. Eiter, der Spuren von 

1) Vitali, Giorn. di Farmac. di Trieste 1902, Bd. 7, 5. 195. 

7) Tarugi, Gazz. chim. ital. 1902, 32, 1 Vol. 505. 

®) Vel. Bourquelot, Congr. Pharm. Paris 1899, Répert. Pharm. 
und Neumann-Wender, Chem. Ztg. 1902, Bd. 26, 1217 u. 1221 ff. 
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slut enthalt. wie er in der Praxis im allgemeinen anzutreffen 
ist, wird infolge Blutgehaltes naturgemib auch nach 
dem Kochen die Reaktionen ergeben. Die Versuche tiber das 
Verhalten des von jeder minimalsten Spur Blut freien Eiters 
sind bisher nicht abgeschlossen. 

lm Gegensatze zu den friiheren Korpern werden anderer- 
seits reduzierende Substanzen auch einen stOrenden  Eintlul 
ausiiben kKonnen. So vermag die Harnsiiure die Empfindlichkeit 
der Leukomalachitprobe (s.u.) herabzumindern: doch kann man 
die letztere ausscheiden, falls man analog wie Weber bei der 
Guajakprobe vorgeht (s. u.). Endlich mub betont werden, dat) 


jene Worper, welche sekundaire Reaktionen hervorrufen (Eisen- 


salze: Gelbfirbung des Malachitgriins; salpetrige Siture: bil- 
dang von Diazokorpern), Beriicksichtigung finden miissen. 

Fabt man das bisherige Versuchsresullat zusammen, so 
ibe sich behaupten, dab selbst die geringsten Spuren von Blut 
(100 000fache Verdiinnune) durch einige der friiher genannten 
Reaktionen zu erkennen sind, so dab beim negativen Ausfall 
der Proben (s. u.) wohl mit Sicherheit auf die Abwesenheit 
von Blut geschlossen werden kann. 

Im nachfolgenden seten einige Vorschlige fiir die praktische 
Ausntitzung der erwithnten blutproben angetiihrt. 


IV. 
Nachweis von Blut. 

Der chemische Naechweis von Blut ist sowohl in klinischer, 
als auch in forensischer Beziehung von grober Bedeutung und 
man hat sich daher seit langem bemiiht, Methoden auszusinnen. 
die den Nachweis selbst minimalster Mengen von Blut ermoe- 
lichen. Aber nicht nur der positive Nachweis von Blut, sondern 
auch der strikte Beweis der Abwesenheit selbst minimalster 
Mengen von Blut) kann unter Umstiinden von grofer Be- 
deutung sein. 

Nun ist es bekannt, dab der negative Austall einer unserer 
feinsten Methoden, der Darstellung der Hiiminkristalle unter ge- 
wissen Bedingungen nicht den sicheren SehluB  zulabt, dal 
Blut nicht vorhanden sei, und es sind Fille bekannt, wo trol 
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des negativen Ausfalles der Teichmannschen Probe auf das 
Vorhandensein von Blut erkannt wurde. 

Im folgenden wollen wir einige Proben anfiihren, die den 
Nachweis von Blutflecken, den Nachweis von Blut im 
Wasser, im Harn und in den Faeces betreffen. 

Erkennung von bBlutflecken. Zum Nachweis von 
Blutflecken haben wir uns des Leukomalachitgriins (Leukobase 
des Malachitgriins) bedient. Die Probe stellen wir in folgender 
Weise an: Der zu untersuchende Fleck wird mit dem Reagens 
=. u.) gut durchtrinkt und hierauf mit einer 3°/oigen Losung 
von Wasserstoffsuperoxyd tibergossen. Handelt es sich um 
einen Blutfleck, so wird dieser sofort intensiv griin. Auch bei 
geringen, kaum wahrnehmbaren Blutspuren tritt die Reaktion 
mit voller Schiirfe ein. Ebenso tritt die Reaktion auch bei 
eekochten Blutflecken ein. 

Das Reagens stellen wir am _ vorteilhaftesten in folgender Weise 
dar: Man bereitet eine konzentrierte Losung der vollig farblosen, chemisch 
reinen Leukobase des Malachitgriins(Tetramethyldiamidotriphenylmethan) *) 
in Fisessig. Zur Entfernung der selbst bei Verwendung eines vollkommen 
farblosen Priiparates meist auftretenden minimalen Griinfiirbung setzt 
ian der Losung eine gleiche Menge von Chloroform hinzu. Man tropft 
nun in die Mischung unter vorsichtigem Schwenken so lange Wasser, bis 
das Chloroform vollstiindig ausgefallen ist. Hierauf trennt man das griin- 
cefirbte Chloroform von dem dariiber befindlichen Reagens. Eine etwa 
vorhandene Triibung des Reagens, welche durch Ausfallen der Leukobase 
bedingt sein kann, wird durch Zusatz von Ejisessig beseitigt. Sollte das 
Reagens noch Spuren einer Griinfiirbung aufweisen, so wird diese durch 
Ausschiitteln mit wenig Chloroform entfernt. — Das so bereitete Reagens 
muf volikommen farblos sein. 

Wie wir bereits hervorgehoben haben, kKOnnen auch andere 
Korper als Blut einen positiven Ausfall der Probe bedingen 
und es ergibt sich daher die Forderung, auf das etwaige Vor- 
handensein solcher Korper Riicksicht zu nehmen. Diesbeziiglich 
verweisen wir auf das im Abschnitt II] S. 63 f. Gesagte. 

Was den negativen Ausfall der Probe betrifft, so hat sich 
ergeben, daB bei Gegenwart reichlicher Menge von Eisensalzen 


') Eine fiir diese Zwecke eigens hergestellte Leukobase kann von 
cem Chemischen Laboratorium der Grofidrogerie Wilhelm Adler in 
Karlsbad bezogen werden, wo auch das fertige Reagens erhiiltlich ist. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 


: 
n 
At 
7, 
af 


66 Oskar Adler und Rudolf Adler, 


trotz Vorhandenseins von Blut die Griinfarbung ausbieiben kann 
und statt derselben eine Gelbfarbung auftritt; Eisensalze sind 
daher auszuschlieben. (Eisenproben.) 

Demnach kann bei Beriicksichtigung aller Kautelen 
bei negativem Ausfalle unserer Probe auf die Abwesen- 
heit selbst minimaister blutspuren geschlossen werden. 


Nachweis von Blut in Wasser. 


Zum Nachweise von Blut im Wasser diirften sich Leuko- 
malachitgriin (siche Bereitung des Reagens), Kristallviolettleuko- 
base und ferner das benzidin wegen ihrer grofen Emptindlich- 
keit und wegen des vollkommen negativen Ausfallens der 
Kontrollversuche empfehlen. 

Bei der Benzidinprobe verwenden wir eine in der Hitze konzen- 
trierte und nach dem Abkihlen filtrierte alkoholische Benzidinlésung. 

Zur Anstellung der Probe wird das zu priifende Wasser 
mit etwas Wasserstoffsuperoxyd und einigen Tropfen Essigsiiure 
versetzt und Iierauf einige Kubikzentimeter der BenzidinlOsung 
hinzugeliigt. bei Gegenwart von blut tritt eme  prachtvolle 
Griinfiirbung aul. 

Auch nach dem Kochen gibt bluthaltiges Wasser dic 
Proben. 

Beziiglich der Kautelen verweisen wir auf das im Ab- 
schnitte HI, 5S. 63 f Gesagte. 

Bemerkenswert ist die grobe Empfindlichkeit der Leuko- 
malachilgriinprobe und Benzidinprobe im Vergleich mit der 
spektroskopischen Methode und mit der Teichmannschen 
Probe. Wihrend die Teichmannschen Kristalle noch bei 
mindestens 20000 facher Verdiinnung!) dargestellt werden 
konnen, wiihrend ferner bei der Guajakprobe noch bei S5000- 
facher®?) Verdiinnung eine blaufiirbung eintritt, geben die 
Leukomalachitgriinprobe und die Benzidinprobe noch 
bei LOOOOO facher Verdiinnung des Blutes deutliche 
Farbenreaktionen. 


') Hager, Handbuch der pharm. Praxis 1903, Bd. I, S. 879. 
*) Hager, lI. c., 5. 881. 
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Nachweis von Blut im Harn und in den Faeces. 


Harn: Das bereits friiher erwihnte Leukomalachitgriin 
und Benzidin eignet sich auch zum Nachweis von Blut im Harn, 
wenn man nach Anologie der Weberschen Moditikation der 


Guajakprobe vorgeht. 


Man versetzt 10—15 cem Harn mit dem halben Volumen Eisessig. 
Hierbei wird das Haimoglobin in Himatin umgewandelt. Hierauf wird mit 


‘Ather ausgeschiittelt, wobei das Hiimatin in den Ather iibergeht. Sollte 


der Ather mit dem Gemische eine Emulsion bilden, so kann durch Zusatz 
einiger Tropfen Alkohol eine Scheidung der Flissigkeiten bewerkstelligt 
werden. Man hebt den Ather ab und setzt nun das Leukomalachitgriin- 
reagens und etwas Wasserstoffsuperoxyd hinzu. Sollte hierbei etwas von 
der Leukobase ausfallen, so kann diese durch Zusatz von etwas Eisessig 
wieder in Lésung gebracht werden. 

Statt des Leukomalachitgriinreagens kann man dem Ather 
alkoholische Benzidinlésung, etwas Wasserstoffsuperoxyd und 
cinige Tropfen Essigsiiure hinzuliigen. 

War der Harn bluthaltig, so treten die bereits frither 
erwithnten Farbenreaktionen ein. 

Faeces: Eine kleine Quantitiit der zu untersuchenden 
Faeces wird mit etwas Wasser aufgeschwemmt. Man versetzt 
3 cem der unfiltrierten Aufschwemmung mit 2 cem der 
friiher erwiihnten Benzidinldsung und mit 2 cem Wasserstoff- 
superoxyd (3°/o) und fiigt einige Tropfen Essigsaure hinzu. 
bei Gegenwart von Blut tritt eine intensive Griinfiirbung ein. 
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Uber Pepsin-Glutinpepton. 
Von 
W. Scheermesser. 


(Aus der chem. Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1904.) 


Auf Veranlassung des Herrn Prof. Dr. Siegfried habe 
ich mit Hilfe der Kisenmethode aus dem Leim durch peptische 
Verdauung ein neues Pepton dargestellt.!) Wenn auch die 
Darstellung zeitraubend und schwierig ist, so fiihrt sie doch, 
nach Einarbeitung in die Methode, zu sicheren Resultaten. 


1. Verdauung der Gelatine. 
a) Ausfiihrung. 


Als Ausgangsmaterial zur Darstellung des Peptons aus 
Glutin verwendete ich beste franzésische Gelatine. 

So wurde beispielsweise Iiervon wihrend der 
Nacht in’ kaltem Wasser eingeweicht und dann das Wasser 
eewechselt, Zuletzt wurde die Gelatine nochmals mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen. Ich halte diese vorher- 
vehende Behandlung deshalb fiir unbedingt notwendig, weil bei 
der Fabrikation der Gelatine unter Umstiinden Stoffe als Zucker, 
Glycerin u. a. hinzugefiigt werden; Glycerin z. B. deshalb, um 
das Produkt geschmeidiger zu machen. 

Die auf diese Weise gereinigle Gelatine wurde in 
Wasser von 70 bis 80° gelést, die Losung durch ein Tuch 
geseiht und das Gesamtgewicht auf 15 kg gebracht. Dieser 
Kliissigkeit wurde soviel Salzsiiure hinzugeftigt, der Gehailt 
daran 0,4°/0 betrug. Zwecks Sterilerhaltaung der Gelatinefliissiz- 


1) Vel. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 8. 363. 
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keit wurden geniigende Mengen Chloroform sowie alkoholische 
Thymollésung hinzugegeben. An jedem fiinften Tage wurden 
5 g «Pepsin puriss. Dr. G. Griibler» hinzugefiigt und unter | 
hiiufigem Umschiitteln im Verdauungsbade bei 40° verdaut. 


, 


Im ganzen wurden 45 g Pepsin verwandt. 

Schon am dritten Tage war iiuberlich eine Veriinderung 
der Gelatineldsung wahrnehmbar. War dieselbe bis dahin triibe 
und farblos, so wurde sie nach dieser Zeit vollig klar: ein 
veringer flockiger Niederschlag hatte sich zu Boden gesetzat: 
die Farbe der LOsung war gelblich. 


b) Kontrolle der Verdauuneg. 


Um zu sehen, wie bei diesem Versuch die Verdauung 
fortschritt, bezw. wie die Peptonbildung zunahm, enthahm ich 
von fiinf zu fiinf Tagen 100 cem von der Verdauungstltissig- 
keit und salzte dieselbe mit Ammonsulfat in neutraler und in 
saurer Reaktion aus: von dieser Fliissigkeit lieb ich zu 50 com 
aus einer Birette eine LOsung hinzuflieben, welche bestand aus 

¢ Eisenammoniakalaun, 


200 » Ammonsulfat., 
250 » Wasser. 

Der sich bildende Niederschlag setzte sich sehr schnell 
ab, sodai man das Ende der Titration leicht erkennen konnte. 
Spiter vervollkommnete ich die Methode noch dadurch, dal 
ich aus der zu titrierenden Fliissigkeit mit einem Glasstab 
einen Tropfen herausnahm und ihn in eine, Rhodankali ent- 
haltende Schale brachte. Das Eisen wird von dem Pepton so 
energisch (in ammonsulfatgesiittigter Losung) in Beschlag ge- 
nommen, daf der geringste UberschuB geniigt, um die Rhodan- 
losung zu roten, 

Ich gebe zu, daB die Methode deshalb nicht ganz genau 
sein kann, weil in den Niederschlag noch kleine Mengen Albu- 


mosen mit hineingehen, immerhin léibt sich mit ihrer Hilfe das 
Fortschreiten der Verdauung recht gut kontrollieren. Ob sich 


die Methode auch fiir andere Eiweifkorper wird verwenden 
lassen, miiBte noch erst nachgepriift werden.  Fiir die Glutin- 


verdauung geht die Methode glatt und ergab folgende Zahlen: 
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Nr. Datum Reaktion Verbrauchte 
ccm 
21, 4. 02 | 0 
2 22, 4. (2. | 0 
3 23. 4. 02 S| 11 
4 28. 4. 02 5 | 1.2 
5 3. 5. 02 = | 2,5 
6 7. 5. 02 5 | 2.7 
7 12. 5. 02 rs | 3.0 
8 O2 | 3.0 
16. 5. 02 | 2.8 


Aus den gefundenen Werten sieht man, dali Pepton nicht 
sofort durch Verdauung von Glutin gebildet wird — ich erhiell 
bei diesem Versuche nach den ersten zwei Tagen nicht den 
geringsten Niederschlag —, vielmehr wird die bereits friiher 
bestehende Anschauung bewiesen, dafi erst aus den Albumosen 
Pepton entsteht. Nach ca. 20 Tagen wurde die Peptonmenge 
scheinbar nicht weiter vermehrt. 

Uber den Verbrauch an Salzsiiure wiihrend der Verdauung 
gab folgender Versuch AufschluB. Es wurde 1 | einer 5°/oigen 
Gelatineldsung hergestellt, welche 0,4°/o HCI enthielt.  Zwecks 
Sterilerhaltung wurde ca. 1 cem Chloroform, in welchem etwas 
Thymol gelést war, hinzugegeben und umgeschiittelt. Diese 
Losung wurde in zwei Teile geteilt und in zwei Glasstipsel- 
flaschen in einen elektrisch heizbaren Thermostaten  gestellt, 
dessen Temperatur vermittelst eines von mir konstruierten, 
der Firma F. Hugershoff in Leipzig durch D.R.G.M. geschiitzten 
Klektrothermoregulators genau auf 40° eingestellt wurde. 

In das eine Glas brachte ich, nachdem die Temperatur 
bei 40° konstant war, 5 g «Pepsin puriss. Dr. Griibler 1: 7000», 
wiihrend in das andere zur Kontrolle dienende Glas kein Pepsin 
kam. An jedem dritten Tage priifte ich mit einem sehr schwach 
gefiirbten «Nissl»-Kongopapier (Dr. Griblers No. I), ob die Salz- 
siure gebunden war: regelmiibig nach drei Tagen trat keine 
Bliiuung des Kongopapiers ein, wihrend Lackmus stark gerotet 
wurde. Ich lef dann aus einer Biirette jedesmal so lange 
norm-HCl hinzuflieBen, bis ein deutlicher Farbenumschlag des 
Kongofarbstoffes von Rot in Blau eintrat. Der Verbrauch an 
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Salzsiiure war in dem gleichen Zeitraum im Anfang ganz bedeu- 
tend gréBer, als am Ende. Es betrug die verbrauchte norm-HCl 


nach 3 Tagen = 12,7 ccm | nach 27 Tagen = 4,1 ccm 
> 6 » 123 | » BO > —- 3.5 » 
>» 12 >» = 74 | > 36 » = 20 » 
15> = 58 » | >» 39 » == 22 » | 
» 18 = | >» 42 » » 
2 » = BBS » 4 » =00 >» 


Trage ich diese Zahlen in ein Koordinatensystem ein, so 
ergibt sich fiir den HCl-Verbrauch bei der Pepsinverdauung von 
Glutin eine anfangs rapid, spiiter weniger schnell abfallende 
Kurve. Addiere ich den gesamten Verbrauch an HCl, so resul- 


tier’ aus vorliegendem Versuch, dah zur Verdauung von 25 
Glutin mit 5 g Pepsin in 5°/oiger wiisseriger LOsung bei -- 40° aS 
insgesamt 4.82 HCl bendtigt wurden. 


Nach ca. 5 Wochen wird keine Salzsiiure mehr verbraucht. ~ 

5 Tage nach Abschluf des Versuchs setzte ich zu der | 
Verdauungsfliissigkeit nochmals 2 ¢ Pepsin hinzu, worauf nach 
20 Stunden nochmals 1.3 notig waren, um Bliiu- 
ung des Kongopapiers zu erreichen: seitdem verschwand die 
HCl-Reaktion auch innerhalb einer Woche nicht mehr. 


Salzsaureverbrauch wahrend der Verdauung von Glutin. 
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Das Drehvermébgen nahm nicht wesentlich wiihrend der 
Verdauung ab. Die Gelatinelésung drehte vor der Verdauung am 
Saccharimeter von Schmidt & Haensch bei Na-Licht im 10 em- 
Rohr anfangs 7,3° (Rohrzucker), nachher, zum Schlub 6,9°. 


2. Isolierung des Pepsin-Glutinpeptons. 

Nach beendigung der Verdauung neutralisierte ich die 
Fliissigkeit mit Ammoniak und filtrierte sie. Durch festes Ammon- 
sulfat wurde bei 40° die gréfte Menge Albumosen ausgesalzen. 
Diese schieden sich in Form eines ziihen, klebrigen Schleims 
ab, der zum grobten Teil auf der Oberfliiche sich ansammelte 
und in der Hauptsache mechanisch entfernt wurde. Die Fliissig- 
keit wurde filtriert und war danach vollig farblos und klar ; 
sie wurde so lange mit (mit Ammonsulfat gesiittigtem) Ammoniak 
versetzt, bis eine Triibung nicht mehr entstand. Nach 24 Stunden 
wurde filtriert. Zu dieser LOsung wurde konzentrierte Schwefel- 
siiure (verdiinnt mit gleichen Teilen Ammonsulfatlésung) bis 
zur neutralen Reaktion gegeben, nach 24 Stunden wurde filtriert. 

Diese Fliissigkeit, welche nun fast albumosefrei war, wurde 
mittels Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion abge- 
stumpft. Durch Zusatz von feinpulverisiertem Eisenammoniak- 
alaun wurde, unter kraftigem Umrithren vermittelst eines mecha- 
nischen Riihrwerkes, hierin ein Niederschlag erzeugt. Der Zusatz 
von pulverisiertem Eisenammoniakalaun wurde so lange fortge- 
setzt, bis in einer herausgenommenen Probe keine Triibung 
bezw. Fiillung mehr stattfand. Nach Beendigung dieses Ein- 
rithrens hatte die Losung eine weingelbe Farbe. Der Eisen- 
niederschlag unterscheidet sich von den Eisenniederschliigen der 
Peptone aus Casein sowohl als auch aus Fibrin; er fiel anfangs 
flockig, wurde dann kornig, war dunkelbraun bis rot und setzte 
sich nach wenigen Augenblicken schon zu Boden, Er wurde 
abgenutscht und so lange mit gesiittigter Ammonsulfatlosung 
gedeckt, bis das Filtrat vollig chlorfrei war. 

Der, soweit als modglich abgenutschte, kornige Nieder- 
schlag entsprach einem Verbrauch von 79 g Eisenammoniak- 
alaun und wog 455 g. Er wurde in einer Reibschale mit Wasser 
zu einem Breit angeriihrt und dann unter Umriihren in 2 | 
Wasser gelost. 
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Nach M. Siegfried?) lassen sich die letzten Albumosen- 
reste so nicht vollig entfernen, dagegen werden sie vollstiindig 
ausgeschieden, wenn der erhaltene Eisenniederschlag mit Am- 
moniak zersetzt, das Filtrat von Fe(OH), mit) Ammonsuilfat 
gesattigt und einmal Ammoniak, dann konzentrierte Schwefel- 
siiure hinzugefiigt wird. | 

Demgemiif zersetzte ich den in 2 | Wasser gelOsten Pepton- 
eisenniederschlag mit Ammoniak unter Umriihren bei 40°. Hierbei 
schied sich braunes Eisenhydroxyd ab, welches nach liingerem 
Stehen abgenutscht wurde. Dasselbe wurde mit Wasser zu 


einem dtinnen Brei angerieben und auf dem Wasserbade auf 


ca. DO° erwiirmt. Danach wurde abgenutscht, ausgewaschen 
und die Waschwiisser mit dem Filtrate vom Kisenhydroxyd 
vereinigt. Die Flussigkeit wurde wiederum sowohl in alkalischer 
als auch neutraler, als auch H,SO,-saurer Losung mit Ammon- 
sulfat ausgesalzen. Da bei jeder der drei Operationen die Ab- 
scheidung der Restalbumosen nur in Form = undurchsichtiger 
Wolken stattfand, so war die Filtration, auch nach lingerem 
Stehen der Lésung, mit groben Schwierigkeiten verkniipft: das 
Filter belegte sich bald mit einer schleimigen Schicht, die den 
Hindurchgang der Fliissigkeit vollig verhinderte. Bei dem Wechsel 
des Filters war dagegen ein gréberer Verlust unvermeidlich. 

Ich half mir daher folgendermafen: Ich kochte zerkleinerte 
Filtrierpapierschnitzel mit Ammonsulfatlbsung liingere Zeit und 
verwandelte dieselben dadurch in einen diinnen Brei. Diesen 
setzte ich der zu filtrierenden Fiiissigkeit zu und riihrte dieselbe 
mit Hilfe eines Elektromotors mit Riihrwerk schnell und kriftig. 
Die Anwendung dieses Kunstgriffes ermoglichte es, nach 
ca. 10 Minuten die Lésung vollig klar war: die Albumosen- 
partikelchen hatten sich zusammengeballt und bildeten mit dem 
Filtrierpapierbrei eine zusammenhiingende, am Riihrer  fest- 
haftende Masse. 

In diese nun vollig albumosefreie Peptonlésung wurde bei 
suurer Reaktion wiederum gepulverter Eisenammoniakalaun 
unter Umriihren eingetragen und, wie vorher, ein Eisennieder- 
<chlag gebildet. Diesmal betrug der Verbrauch Eisen- 


1) M. Siegfried, |. c. 
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ammoniakalaun 73 g, wihrend der, so weit als moglich ab- 
gesaugte mit konzentrierter Ammonsulfatldsung gewaschene 
Niederschlag 442 g wog. Die Farbe war etwas dunkler als 
die des-nicht umgefillten Eisenniederschlages. Dieser wurde 
gelost, das EKisenhydroxyd durch Ammoniak abgeschieden. Das 
Ammonsulfat wurde in Wasser mit Barythydrat zersetzt, das 
BaSO, abliltriert, der Uberschuf an Ba(OH), durch Einleiten 
von CO, als BaCO,, das abfiltriert wurde, entfernt. Die Fliissig- 
keit, ca. 7 1, enthielt jetzt auber dem Pepton nur noch Ammon- 
karbonat. Sie wurde im Vacuum bei 27—33° eingedampft. 

Der Riickstand wurde mit wenig warmem Wasser auf- 
genommen und filtriert. Der diinne Sirup wurde dann_ mit 
99°/oigem Alkohol in solchem Verhaltnis gemischt, dab das 
Verhiiltnis an 

Pepton : Wasser : Alkohol = 
10: : 
war. Nach Hinzufiigen von 1 ccm Eisessig wurde die Mischung 
unter Umriihren in 4 | Alkohol (99°/o) langsam eingegossen: 
es schied sich das Glutinpepton in weiben Flocken aus. Nach- 
dem sich dasselbe, nach 24 Stunden etwa, zu Boden gesetzt 
hatte, wurde es abgesaugt, erst mit geniigend Alkohol, dann 
mit Ather ausgewaschen und im Exsiccator einige Wochen 
getrocknet. Die Ausbeute betrug in diesem Fall 39 g. 

Die hier als Beispiel angefiihrte Darstellung war die dritte 
Darstellung. 

3. Eigenschaften des Pepsin-Glutinpeptons. 

Das erhaltene Pepton stellte ein schneeweibes Pulver dar, 
welches einen angenehmen, sauren Geschmack besitzt, vollig 
geruchlos ist und blaues Lackmuspapier stark rétet. Es ist in 
Wasser klar léslich und zwar in jedem Verhiiltnis, obgleich es 
sich nicht zu schnell darin auflést. In absolutem Alkohol ist 
es nur in Spuren loslich. 

Vollstiindig unléslich ist es in wasserfreiem Ather, Benzol, 
Chloroform. 

In Methylalkohol ist es etwas léslich, ebenso in Wein- 
geist, und zwar umsomehr, je wasserhaltiger die letztgenannten 
Losungsmittel sind, 
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In gesiittigter Ammoniumsulfatl6sung ist das Pepton ebenso 
schnell als in Wasser léslich: erst bei stirkster Konzentration, 
z. B. 1 Teil Pepton und 2 Teile Wasser oder auch Ammonium- 
sulfatldsung, ist die Lésung schwach gelblich gefiirbt, andern- 
falls ist sie farblos. In gesiittigter Ammonsulfatl6sung bewirkt 
weder der Zusatz von Ammoniak noch von konzentrierter 
Schwefelsiiure eine Fiéllung, nicht einmal cine Triibung — ein 
Zeichen, das Praparat véllig albumosefrel war. 

Die Reaktionen des Peptons sind folgende: 

Biuretreaktion: stark positiv, auch beim Kochen. 

Molischsche Reaktion: kaum vorhanden. Zusatz von 
Ferrocyankalilésung und Essigsiiture bewirkte keine Triib- 
ung. Mit Gerbsiiure gab die Peptonlosung eine starke Fiillung, 
der Niederschlag war in Essigsiiure lOslich. Auf Zusatz einer 


geringen Menge Pikrinsiiure entstand kein Niederschlag, auf 


Zusatz groberer Mengen Pikrinsiiure eine Triibung, aber keine 
Fillung. Beim Erwiirmen verschwand die Triibung. Mer- 
kurichlorid negativ, ebenso Bleiessig und Silbernitrat. 
In verdiinnten Peptonlosungen fillte Phosphorwolframsaure 
nicht, in konzentrierten Losungen dagegen stark. VOllig negativ 
waren die Reaktionen mit Metaphosphorsiiure, die XNantho- 
proteinreaktion und die Adamkiewieczreaktionen, 

Nachstehend sei eine Ubersicht der Ausbeuten des Peptons 
bei den verschiedenen Darstellungen angegeben. 


I. Darstellung. 
Verdaut wurden bei 37.5° wiihrend 12 Tagen bei 0,4°/o HCl: 500 ¢ 
(elatine in 4500 g¢ Wasser mit 10 g Pepsin Dr. Griibler. 
Ausbeute: 1,3 g Pepton. 
Il. Darstellung. 
Verdaut wurden bei 40° wihrend 27 Tagen bei 0,4°/o HCl: 500 ¢ 
Gelatine in 3000 g Wasser mit 15 g Pepsin Dr. Griibler. 


Ausbeute: 13 Pepton. 


Da dieses Pepton nicht vollig albumosenfrei war, wurde 
es nochmals ausgesalzen. Durch die bei diesen Manipulationen 
invermeidlichen Verluste verringerte sich die Ausbeute an Pep- 
ton. Sie betrug nach dem Trocknen 2,8 g. 


r 

5 

n 
st 


r 
16 W. Scheermesser, 


lll. Darstellung. 

Verdaut wurden bei 40° wihrend 27 Tagen bei 0,3°/o HCl: L' 2 kg 

Gelatine in 15 | Wasser mit 45 g Pepsin Dr. Griibler (1: 7000). 
Ausbeute: 39 g Pepton, 
Y. Darstellung. 

Verdaut wurden bei 40° wiihrend 30 Tagen bei 0,4°.0 HCl: 1 ke 

Gelatine in 15 | Wasser mit 45 g Pepsin Dr. Griibler (1: 7000). 
Ausbeute: 19,2 g Pepton. 
VI. Darstellung. 

Verdaut wurden bei 40° wiihrend 30 Tagen bei 0.2°,0 HCL: 500 ¢ 
Gelatine in 20 | Wasser. 

Statt des Pepsins verwendete ich die Schleimhaut von 
vier Schweinemagen. 

Die Magen wurden, nachdem sie umgestilpt waren, mil 
kaltem Wasser kurze Zeit gewaschen und dann vermittelst 
eines scharfkantigen Uhrglases ausgekratzt. Der Schleim wurde 
in ein Pulverglas gebracht, mit Wasser vermischt und so viel 
Salzsiiure hinzugefiigt, dab die Fliissigkeit 0.29/59 davon ent- 
hielt. Nach Zusatz von Chloroform und Thymol blieb das gut 
verschlossene Glas 12 Stunden im Brutschrank bei 40° stehen. 

Nach dieser Zeit wurde die Flissigkeit filtriert und ver- 
mittelst. einer Fibrinflocke auf ihre Verdauungsfiihigkeit gepriift. 
Da das Fibrin leicht verdaut wurde, wurde mit dieser Fliissig- 
keit die Gelatineldsung versetzt und dann noch soviel HCI zu- 
gefiigt, die Gesamtfliissigkeit 0,2°/0 davon enthielt. 

Ausbeute: 5,8 ¢ Pepton. 

Auberdem verarbeitete ich noch ein mir von Herrn Prot. 
Siegfried giitigst zur Verfiigung gestelltes Rohpepton, welches, 
da es nicht albumosefrei war, ausgesalzen und umgefiillt wurde. 
Ks set mit IV bezeichnet. 

Die geringen Ausbeuten erkléren sich einmal durch die 
erobe Widerstandsfiihigkeit des Leims gegen Pepsin, sodann 
aus dem Umstande, dafi die Methode der Darstellung keine 
quantitative ist. 


4. Die Zusammensetzung des Peptons. 


Um die Einheitlichkeit des neuen Peptons priifen, 
wurden nicht nur die Priiparate siimtlicher Darstellungen (mil 


i 
> 
jones 
ANS 
| 
A, 
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Ausnahme der ersten Darstellung, die nur zu Reaktionen Ver- 
wendung fand) analysiert, sondern auch wiederholt umgefiillt 
und nach jeder Umfallung analysiert. 

Die Trocknung der Substanz zur Ausfithrung der Elementar- 
analysen ging aduberst langsam von statten; ein Priiparat war 
auch nach dem Trocknen im Trockenschrank bei 70° inner- 
halb 6 Woehen noch nicht konstant, auberdem bewirkte die 
lange Trocknungsperiode eine teilweise Riickbildung des Peptons 
in Albumosen. 

Trocknete ich ber 100° aus, so wurde das Pepton nach 
4—6 Tagen gelblich: der Stickstoffgehalt éinderte sich wesentlich, 

Zur Beschleunigung der Trocknung des Peptons konstruierte 
ich mir einen Exsiceator, der in der «Chemikerzeitung» 1903, 
Nr. 16, S. 27 nither beschrieben ist. 

Die Elementaranalysen wurden in der iiblichen Weise 
durch Verbrennung mit CuO und Bleichromat ausgefiihrt. Hier- 
hel zeigte sich, dab die Substanz mit Ausnahme des Peptons 
der Il. Darstellung v6llig aschefei war. Der Stickstoffgehalt 
wurde teilweise nach Dumas, teilweise nach Kjeldahl bestimmt. 
Folgendes sind die gefundenen Werte fiir C, H und N: 


Priparat der Ll. Verdauung 
wurde, zu kleiner Ausbeute wegen, nur zu Reaktionen verwendet. 
Priparat der Il Verdauung 
(Spuren Albumose enthaltend, Asche 0,382°/o). 
a) 0.2052 Substanz gaben 0,3619 g CO, und 0.1259 ¢ d. i. C = 48,09°/o 
und H = 6,82°/0; 
b) O1407 » 2 » 203 com tr. N ber 19° und 762 mm Bar., 


Priparat der Ill. Verdauung 
(vollig albumosefrei, fast S-frei, vOllig aschefrei). 


Nicht wingefiillt. 


a) 0.2236 Substanz gaben 0.3965 g CO, und 0.1447 ¢ H,O, C == 48,35 °/o 
und H = 7,19°/o; 

b) 0.260 » » 04612 g CO, und 0,1669 HO, = 48,38 0 
und H = 7,13 °o; 

¢) 0,2097 » >» 0.3728 ¢ CO, und 01297 g HO, C = 48,48" 


und H = 6,87 °%o; 


7 
j 
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d) 0,2344 g Substanz gaben 35,0 cem tr. N bei 757,4 mm Bar, und 22,0°, 
d.i,N = 17,22°o; 

0.2348 3 > » 84,7 ccm tr. N bei 20,2° und 757,8 mm Bar., 
1, N = 17,19°/o. 


Einmal umgefiillt (ohne Essigsiiure). 
a) 0.2556 g Substanz gaben 0,4503 g CO, und 0,1619 g H,O, d.i. C == 48,04" , 


und H == 7,03°/0; 

b) 022515 » 0,3952 g CO, und 0,1347 g d.i. G = £7,849, 
und H = 6,64°/o; 

c) 0,230)» » 04026 ¢C0, und 0,1408 g H,O, d.i. C = 47,77° 5 
und H = 6,81 

d) O,1864 » . » 26,7 ccm tr. N bei 22° und 763 mm Bar., 
d.i. N = 16,64%o; 

e) 02531» » 37,4 ccm tr, N bei 20,5° und 763 mm Bar.. 


d.1. N = 17,08°%o. 
Zweimal umgefillt. 

a) 0,2622 g¢ Substanz gaben 0,4623 g C - und 0,1583 g H,O, d.i. C == 48,09 , 
und H = 6,71°9; 


b) 0.2321 » » 04062 gC O, und 0,1429 g H,O, d. i. = 47,74 5 
und = 6,84%o; 

» > » 03296 ¢C und 0, 1187 ¢ H,O, C = 47,79" 
und H = 7,01°% 

d) 0,2032 » > » 28,3 ccm tr. N bei 12° und 764.5 mm Bar.. 


d.i. N = 16,78"/e. 


Dreimal umgefiillt. 
a) 02114 ¢ Substanz gaben 0,3697 ¢g CO, und 0,1270 g H,O, d.i. C = 47,69" » 


und H == 6,67 °/0 

b) 01920 » > » CO, und 0.1161 g H,O, d. i.C = 47,949)» 
und H = 6,72° 

¢) 0.2108 » > >» ecem tr. bei 11,5° und 758 mm Bar.. 


d.i. N 17,36 


Priiparat IV 
(villig albumosefrei, fast S-frei, vOllig aschefrei). 
Nicht umgefiillt. 
a) 0.2232 Substanz gaben 0,3955 g CO, und 0,1415 g H,O, d.t. C = 48,32" » 


owe 


i = 7.040 

b) O,2686 » 4738 ¢ CO, und 0, 1701 ¢ H,O, d.i.C = 48,02” » 
H 7,040 

¢) 0.2005 » 0.3508 g CO, 1209 d.i. C = 47,73" » 
und H == 6,709); 

d) 0.2412 9.4219 ¢ CO, und 0,1476 g HQ, d. i. C = 47,71" 


und H = 6,79°%o 


a 


e) 0.2566 


0,2002 


a) 0.2684 


b) O,2011 » 


¢) 0.1959 


d) 0.2166 » 


a) 0.2505 


b) 0.2053 » 


c) 0.1802 » 


a) 0.2717 


0.26005 


¢) 0.2086 


a) 0.2402 


b) O1898 » 


d) O,1991 


a) 0,1974 


b) 0.2643 


C) » 
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g Substanz gaben 37,6 ccm tr. N bei 15° und 784.5 mm Bar., 
d. i. N = 17,11°%e; 
> » 290 ecem tr. N be: 14° und 763 mm Bar., 
d. i. N = 17,30%. 
Kkinmal umgefillt. 
g Substanz gaben 0,4694 g CO, und 0,1608 ¢ HO, d. h. C = 47,69" o 


und H = 6,66°% 0; 
¢ CO, und 0,1207 g HO, dit. C == 47,57° » 
und H = 0; 
> » 28.2 ccm tr. N bei 15° und 7515.8 mm Bar.. 
d. 1. N == 16,96%e; 
> 32,2 ccm tr. N bei 20,2° und 757.1 mm Bar., 
di. 
Zweimal umegefiillt, 
g Substanz gaben 0.4392 CO, und 0.1535 g H,O, d.i. C 47,82° 0 
und H = 6.81%); 
>» 08617 g CO, und 0.1245 ¢ H,O, C 48,042 5 
und H == 6,74°/o; 


25,8 cem tr. N bei 12° und 756 mm Bar.. 
d. 1. N = 17,06°%o. 

Dreimal umeefiillt. 

g Substanz gaben 0.4755 g CO, und 01632 ¢ HO, == 47,73" 
und H = 6,67°%) 

38.55 cem tr. N ber 19.5° und 755.6 mm Bar.. 
d. 1. N = 17,18°/o; 

29,6 com tr. N bei 15° und 762.2 mm Bar., 
d.i. N = 16,87 


Priparat der V. Verdauung 
-(véllig albumosefrei, fast S-frei, véllig aschefret). 
Nicht umgefillt. 
g Substanz gaben 0.4202 g CO, und 0,1483 g dit. = 47,71" » 
und H = 6,86° 0: 
0,3337 ¢ CO, und 0,1216 g HO, d.i. C = 47.90% 
und Ho = 


- 


» > » 00,3863 g CO, und 0,1365 g H,O, € == 47,63" 
und H == 6,85" 0: 
> > 24,41 cem '/10-norm-H,SO,, d. i. N = 17,16° 0, 


Kininal umgefiillt. 
g Substanz gaben 0,3482 g CO, und 0,1187 g H,O, d.i. C = 48,11°/ 


und H = 6,68°%/o; 

0.4636 CO, d. i. = 47,830; 

28.85 com tr. N bei 16° und 752.2 mm Bar. 
d.i, N= 


= 
5 
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Zweimal umgefillt. 


« 


a) 0.2652 g Substanz gaben 0.4508 g CO, und 0,14541 g H,O, d.i. = 48,17° 


und H = 6,70°%o; 

b) 0.2402 » > » 04214 ¢ CO, und 0.1463 g H,O, d.i. C = 47,845 
uni H = 6,77 °/0; 

¢) 9.2086 » >» 29.1. cem tr. N bei 15° und 756,3 mm Bar., 
d. i. 1646" 


Priparat der VI. Verdauung. 


Nicht umegefiallt. 


0.2198 Substanz gaben 26,32 cem '/1o-norm-H,SO,, d. i. N = 16.76%, 


Gesamtiibersicht der Analysen. 


Priparat der IL. Verdauung. 


Nicht umgefillt |Berechnet 


C% | 4809} — | — 48.1 
H% | 682} — | — 68 


Priparat der Il. Verdauung. 


Nicht Kinmal Zweimal Dreimal Be- 
umegefallt umeefiillt unegefiillt umegefallt Jrechnet 


C [48.35 48.38 48,48)48.04 47,84 47.77]48,09 47.74 47, 794769 4 


719 7,13. 6.87] 7,03) 6.64) 6.81] 6.71 6.84 7,01] 6.67) 6.72] 68 
N Jo 117.22/17,19| — ]16,64117,08] — [16,78 — ]17.36, — | 171 


| | 


Priiparat der IV. Verdauung, 


Nicht Kinmal Zweimal Dreimal Be- 
umeefiillt umegefiillt umgefallt umgefallt frechnet 

| | | 
[48,32 48,02 47,73]47,69 47,57, — 47,82 48,04 47,73 — | 481 
7.0% 7.04 6.701 6.66 6.66, —] 681 674 —] 667 —] 
N%o J17,11.17,30, — [16,95 — 17,27) — | — |17,06]17,18) 16,87) 17,1 


ote 
| 
ths 
| 
73 


Uber Pepsin-Glutinpepton. 


Priparat der V. Verdauuneg. 


Kinmal Zweimal 


Nicht umgefiillt Berechnet 
umegefallt umegefiaillt 
C %o 47.71 47.90] 47.63] 48,11) 47,83] 48.17) 47.84 48.1 
H 6.56 6.68 |— 6.70 6.77 6.8 
17,16) — — 16.77 — 16.45 17.1 


Priiparat der VI. Verdauuneg., 


Nicht umgefiillt |Berechnet 


N °/o 16.76 


Aus den gefundenen Zahlen berechnet sich als emfachste 

Formel fiir das Pepsin-Glutinpepton : 
5. Zink- und Barytsalze des Pepsin-Glutinpeptons. 

Zur Darstellune der Zinksalze wurde chemisch  reines 
/Ainkoxyd von «Kahlbaum> melrere Male mil Wasser ausgekocht 
und mit einer Loésung von Pepton bis zum Aufkochen erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde filtriert, nachgewaschen und die 
Losung bis zur ditnnen Sirupkonsistenz auf dem Wasserbade 
eingeengt. Diese Fliissigkeit wurde in absolutem Alkohol unter 
kriiftigem Umrtihren gefallt. schied sich das Zinksalz 
in Form von Nadeln ab, die aber keine Kristalle waren. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt, mit Alkohol und Ather nachge- 
vaschen und sodann zuniichst im [exsiceator, darauf im Trocken- 
-chrank bei 70° getrocknet. Das Trocknen ging gut von statten: 
es bedurfle ca. 1 g Salz nur etwa 8 Tage, um konstant zu sein, 

Bei der Darstellung der Barvisalze wurde das Pepton zu- 
uii¢hst in einer frisch bereiteten Barythvdratlésung gelost und 
dana CO, bis zur eben noch alkalischen Reaktion eingeleitet. 
Nach dem Aufkochen und Erkalten wurde filtriert. Das Filtrat 
wurde, wie beim Zinksalz, eingeengt und in Alkohol gefailt. 

Folgendes sind die gefundenen Zn-, Ba- und N-Werte der dar- 
vestellten Zink- bezw. Barytsalze der verschiedenen Verdauungen: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 


a) 


a) 


a 


a 
b) 


c) 


a 


a) 


by) 


¢) O.2551 


3S 


33 


Zinksalze. 


33 


then O.O16 


Z7n-Salz ¢ 
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Priparat der IL Ve 
Zn-Salz gaben O,OL73 


~ 
+ 


=> 


» 


Priparat der II. Verdauung. 
Zinksalze. 
Aus nicht umgefiilltem Pepton. 
Zn-Salz gaben 0.0371 ¢ ZnO, Zn = 


Aus einmal umgefiilltem Pepton. 
Zn-Salz gaben 0,0255 ¢ ZnO, Zn 
Aus zweimal umegefiilltem Pepton. 
Z7n-Salz gaben 0.0299 ¢ ZnO, Zn = 

» 


Barytsalze. 

Aus nicht umgefalltem Pepton. 
Ba-Salz gaben 0,0 
0.0614 » 


) BasO,. Be 


Priparat der IV. Verdauung. 


Aus nicht umgefiilltem Pepton., 
Zn-salz gaben 0.0193 ZnO, Zn 
24,7 cem 


Aus cinmal umgefiilltem Pepton. 
Z7n-Salz gaben O.O198 ZnO, Zn = 4,90" 0: 
com 


Aus zweunal ungefiilltem Pepton. 
Z7n-Salz gaben 0,021 ¢ ZnO, Zn 


Aus dreimal umgefiilltem Pepton. 
e ZnO, Zn 


Barytsalze. 
Aus nicht umeefiilltem Pepton. 
Ba-Salz gaben 0,0721 Bas0O,, Ba 


27.77 ccm *10-norm-H 


rdauung, 


| 


BasO,. Ba 


= 10.06»: 
16° und 765.1 


O,, 15,19 


m 0.27 
)2772 

a-Salz 0,02! 7 

» 

(0). 3587 0, 

15.63° 

ASIS 
N 

a) 0,337 
» 5,00" 

0.0243 
MOBS = 4,85 

» > - 105 

: 2" 


~ 
— 
~ 
= 
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Priparat der V. Verdauung. 
Zinksalze. 
Aus nicht umgefilltem Pepton. 


g Zn-Salz gaben 0,0276 ¢ ZnO, Zn 


Aus einmal umgefiilltem Pepton. 


8&3 


a) 0214 ¢ Zn-Salz gaben 0.0137 ¢ ZnO. Zn = 5,13": 
b) 0.2303 » >» 26.82 ccm "1o-norm-H,SO,, N = 16,30° 0, 


a) 0.5398 


Barytsalze. 


Aus zweimal umegefiilltem Pepton. 


~ 


b) 0.2012 » 


ZAinksalze. 


g Ba-Salz gaben 0,0921 BasSO,, Ba = 10,03°)0; 
22.28 cem N = 15,50” o. 


Il. Ver- V. Ver- 

lll. Verdauung IV. Verdauung 
dauung dauung | 

nicht nicht | | zweimal nicht einmal jzwei-| dreimal [nicht Tay 
| umgetallt] umgefallt | m2! | amgetalit] umg. | 
umgefallt umgetallt! mg, umgefia umegefii umgefallt | a umg. | umg. 
154 oI 510 — 4.90 5.0014 904,85 4.93 5.20 

| | | | 7 

\ | —|—|—]—]— (16,19) — |16,09' — | — | — |] — 116,30}16,21 
| | i 
Barytsalze. 

Verdaunung IV. Verdauung | V. Verdauung] be- 
dauung 
rech- 
nicht umegefallt nicht umegefallt sine nel 
wingefallt umgefallt 
| | | 
Ba so 10,00 | 10,00 — 110,50) 10.23) — 10.03 10.69 
N %o — | 15,63) — | 15.19) — 15.30 
| 


6. Drehung der Polarisationsebene durch das Pepsin-Glutinpepton. 


Wie alle bisher bekannten Peptone optisch aktiv, und 
zwar linksdrehend, sind, so kommt auch dem Leimpepton diese 
Migenschaft zu. Zur Bestimmung der spezifischen Drehung des 
0.2 ¢ Substanz bei 65° nach Vor- 


Priiparates trocknete ich ca, 


irocknung im Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz und lOste 
dieselben in einem 20 cem-Kolbehen in abgekochtem destillierten 


7 
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Wasser aut. 
der eine Einstellung auf O,O1° gestattet. 


Polarisiert wurde in einem Halbschattenapparat, 


Bezeichne ich mit ¢ 


den Prozentgehalt der Lésung, mit t Temperatur, L Rohrliinge 
in Dezimeter, a die Ablenkung, so sind folgende die gefundenen 


Werte, aus denen sich @D) berechnet. 


Priparat der Ill Verdauung. 


Nicht umgefallt. 


l.c = 5,267 2.2 == 312 
= daraus daraus 
L= 1 §1,83° L=2 |20 = — 80,00° 
a= — 451° a == — 
Ohne Kssigsiure umgefillt. 
c = 2,9046 
= 2()° 
daraus 4/[)]?0 == —&3.66° 
a 4.86 ° 
Kinmal umegefallt. 
1.652 =< £2352 
2()' daraus = 20,5" daraus 
ai py 7,51° L=2 = — 77,82 
== — 2,53" — 6,57 ° 
3. 
20° 
daraus % = — 77,9° 
== — 3.29° 
Zweimal umegefiillt. 
= 2,445 2. == 3000 
daraus { == daraus 
4 206°" L=2? = — 77,83 
7.60" a = — 4,67° 
Priparat der IV. Verdauung. 
Nicht umeefiillt. 
1. L110 2,70 
L=4 “pire — 76,13° 2 “pyre == — 76,11° 
== — 3,38? == — +,11° 
Ohne FEssigsiure umgefiillt. 
2.196 
{ == 
daraus @![))20 == — &4,01° 
4 = & I j 
(i= 3.69 


ee 
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Finmal umgefillt. 


= 1,089 2. = 3:54 
t = 316,5° daraus t 19° daraus 
2 == — 77,13° L== 2 - — 77,12° 
a = — 1,68° a = —5,46° 
Zweimal umegefillt. 
1.c = 0,722 1.982 
t 2" daraus 22° daraus 
\29 = — 77,56" D |? = — 76.44" 
@ == — 1,13 a == — 


Dreimal umegefiillt. 


1c = 1,231 2.¢ = 3,741 
== daraus t daraus 
J) |21.50 = — 77.58° L =? = — 77738 ' 
a = — 9,82" 


Priparat der V. Verdauung., 
Nicht umgefillt. 
C= 287 


t = 20° ar 2 Ano 
I 9 daraus te = — 82.05 
a = — 471° 


Ubersicht tiber die gefundenen Werte fiir %))}. 


lil. Verdauung IV. Verdauung V. Verdauung 
| 
| 
303 ~ a —_ ~ » 
of | = = = SQ 
x] y= = 
= & o 5 = = = 
= H ~ N 
| N ~ 


81.83 | 83,66 (77,51 78,06] 76.13) 84,01 7713) 77,56 77.58] 82.05 


| 
80,00] — |77,62|77,83]76,11| — | 77,12] 76,44/77,78] — 


7 Molekulargewichtsbestimmung nach Beckmann. 
Zur Molekulargewichtsbestimmung des Pepsinglutinpeptons 
durch Gefrierpunktserniedrigung wurde ausgekochtes Wasser als 
LOsungsmiltel verwendet. 
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3,772 | 
Nullpunkt 3,770 
3,771 | 
Angewandte Menge Substanz = 05254 g. 
3.666" 
Erstarrungs-Punkt 3,665 
0.060 


angenommener Wert = 3.771°. 


3,661 angenommener Wert = 3,661. 
Depression = 0,110°. 
Daraus ergibt sich nach der Formel m =j— das 
Molekulargewicht m = 


Als Konstante fiir Wasser ist hierbei 1,891) angenommen. 

Aus der Formel berechnet sich das Molekular- 
gewicht zu 

Das gefundene Molekulargewicht stimmt scheinbar mit dem 
bereehneten tiberein, wenigstens soweil, als man dies bei einen 
so hochmolekularen Korper erwarten kann: trotzdem diirfte das 
gefundene Molekulargewicht niedrig sein, wenn man die 
Zerfallsprodukte des Leimpeptons in Betracht zieht: jedenfalls 
ist das wirkliche Molekulargewicht ein mehrfaches der gefundenen 
Zahl, mindestens aber doppelt so grok. 


8. Spaltungsversuche. 


Ich fiihrte im = ganzen drei Spaltungsversuche aus: den 
ersten mit 14 ¢ Substanz IV. Darstellung, die beiden andern 
mit je 6g TL. bezw. V. Darstellung. Bei der mit 14 g Pepton 
ausgeftihrten Spaltung kam es mir vorzugsweise darauf an, dic 
entstandenen Produkte zu isolieren, bei den beiden ander 
Spaltungen hauptsichlich die Verteilung des Stickstoffs im Pepton- 
molekiil in quantitativer Beziehung, als Amid-, Monoamino- und 
Diamino-N, festzustellen. Aber auch bei der ersten Spaltung aus 
14g Pepsin-Glutinpepton, bei welcher die erhaltenen Spaltungs- 
produkte isoliert wurden, wurde gleichzeitig die Verteilung de- 
Stickstolls festgestellt und bei der Gewinnung der erhaltenen 
Spaltungsprodukte, soweit dies moglich war, quantitativ gearbeitet. 


' E. Beekmann, Uber die Methode der Molekulargewichtsbe- 
stimmung durch Gefrierpunktserniedrigung. Ztschr. f. Physik. Chemie, 
Bd. Il, 1888, 8. 716. 
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Erster Spaltungsversuch. 


Spaltung von Pepsin-Glutinpepton, IV. Verdauung. 


14 ¢ Pepton wurden mit einer Mischung von 100 ¢ Wasser 
und 50 konzentrierter Schwefelsiure 12 Stunden lang am 
RiickfluBbkiihler gekocht, mit Wasser verdiinnt und auf 500 cem 
aufgefiillt. Die Losung war somit 2,8° 

Hiervon wurden je zweimal 5 ccm (entsprechend ca. 014 g 
Pepton) kjeldahlisiert. 

a) com brauchten 16.9% 10-norm-H,SO,. 

b) & com brauchten £6.98 cem 


Tm Mittel brauchten 
ecm == 16,96 com !)10-norm-H,SO, entsprechend 0.023744 g N, 
Somit sind in den 500 cem Spaltungstfliissigkeit 2.3744 ¢ N, 
Ha das Pepsin-Glutinpepton 17° Stickstoff enthilt, entsprechen 
¢ N = 13,96 ¢ Pepton. 


Nach Feststellung des N-Gehaltes wurde die Fitissigkeit 


mit 950 ccm Wasser verdiinnt, so dab dieselbe ca. 5°/o 
enthielt, auf 65° angewiirmt und mit Phosphorwolframsaure- 


diese 2.3744 


losung gefallt. Hierzu waren ea. 50 ¢ feste Phosphorwolfram- 
sfiure notig. Zu bemerken ist, dab die von Kahlbaum bezogene 
Siiure in allen Fiillen, wo sie zur Verwendung kam, vorher 
durch Ausschiitteln mit Ather aus der wiisserigen Losung und 
HinflieBenlassen des Athers in heibes Wasser (Verdampfen des 
\thers) gereinigt wurde. 

Bei der Fiillung der Basen bildet sich ein volumindéser, 
kisiger Niederschlag von grauweifer Farbe, der sich leicht ab- 
setzte und sich schnell absaugen lieB. Er wurde mit 5°/oiger 
kalter Schwefelsiiure ausgewaschen. 


I. Der Phosphorwolframsaureniederschlag 


wurde naeh Vorschrift Siegfrieds durch Anwirmen, unter 
Zusatz von etwas Ammoniak, in Wasser gelést, die Phosphor- 
wolframsiiure und Schwefelsiure durch Baryt, das Baryum durch 
Ammonkarbonat entfernt. 


A 


W. Scheermesser, 


Zur Bestimmung des im Phosphorwolframsdureniederschlag 
enthaltenen Stickstoffs war es notig, einmal die Niederschlive 
von BasO, und Ba-Phosphorwolframat so gut als irgend moglich 
auszuwaschen, sodann das Ammonkarbonat der Losung dure}, 
Kindampfen auf dem Wasserbade vollig zu entfernen. Dep 
zurickbleibende Sirup wurde in 250 ccm gelost. 

Von dieser Losung brauehten 

a) 10 cem = 18,56 cem 
b) 10 cem == 18,56 cem ?/10-norm-H,SO,. 

Im Mittel brauchten 
10 cem = 18,56 cem !10-norm-H,SO,, entsprechend 0,0260 N 
Somit sind in den 250 Flissigkeit 0,650 @ N, d. i. der 
Stickstolff des Phosphorwolframsiureniederschlages. Durch yor- 
sichtigen Zusatz von Silbernitratlésung entstand in dieser Fliissis- 
keit cin floekiger Niederschlag. Die Abscheidung des Arginins 
geschah nach Kossels Vorschrift. 

Der schnell braunschwarz werdende Niedersehlag wurde 
vor Licht geschiitzt, von der Fliissigkeit abfiltriert und mit 
Barviwasser nachgewaschen, sodann zur Entfernung des Ba und 
Ag mit H,SO, und HCI geschiittelt und filtriert. 

In dieser Losung wurde nun wiederum ein’ Phosphor- 
wolframsiiureniederschlag erzeugt, der, wie vorher, von der 
Phosphorwolframsiiure und Schwefelsiiure betreit wurde. — Die 
Losung eingedamptt, gab einen Syrup, dessen Gewicht 1,5¢ betrug. 

Nach Verdiinnen des Sirups wurde nach der von Hedi::') 
angegebenen Methode auf «Histidin» gepriift. Diese Methode 
beruht auf der Fiillbarkeit des Histidins durch Ammoniak und 
Silbernitratlosung. 

Histidin war nieht vorhanden. 

Bemerkt sei, auch Siegfried?) Histidin seine! 
Arbeit bei der Zersetzung des «Glutokyrins» nicht nachweisen 
konnte. 


Diese Zeitschrift, Bd, S. 192. 

*) M. Siegfried, Zur Kenntnis der Hydrolyse des Fiweibes, Ab- 
drauck aus dem Bericht der math.-physik. Klasse der Konigl. Siaichs. Gese 
schaft der Wissenschaften zu Leipzig vom 2, Mérz 1905. 
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Die mit HNO, wieder schwach sauer gemachte Fliissigkeit 
wurde eingeengt, filtriert und mit Alkohol versetzt. Nach und 
nach wurde dieser Losung Ather bis zur beginnenden Triibung 
zugegeben. Schon nach einem Tage hatten sich am Boden des 
Gefabes bischelfOrmig gruppierte Nadeln abgesetzt. Als eine 
Vermehrung der Kristalle nicht mehr eintrat, wurden diese von 
der Mutterlauge getrennt und mit Alkohol, dann Ather nach- 
vewaschen. Nach dem Trocknen tiber H,SO, wurde der Ag- 
Gehalt bestimmt. 


01422 g Ag-Salz gaben 0,0392 g¢ Ag. 


Ag gefunden Ag berechnet 
27.90 


Da der Silbergehalt, auf Argininsilbernitrat berechnet, zu 
hoch war, wurde das Salz aus verdtinntem Alkohol umkristalli- 
siert. Danach ergaben: 


0.2378 Ag-Salz == 0,0630 Ag. 
Ag gefunden Ag berechnet 
26.49 PODD 


N-Bestimmuneg: 
0.1528 ¢ Substanz gaben 27.3 ccm tr. N bei 19° und 750.2 mm Bar. 


(refunden : Berechnet fiir C,H,,N,O,- HNO, - NO,Ag: 
20,61 N. 20.68 N. 
Bestimmung der optischen Drehung fiir Argininsilbernitrat: 
c = 1,339 
t = 20° 
daraus = + 650° 


a= +.0,17° 

Herr Professor Dr. Siegfried hatte die Giite, diese Pola- 
risation selbst mit auszuftihren. Gulewitsch') fand fiir Arginin- 
silbernitrat = + 5,60°. 

Ich fand den Schmelz- und Zersetzungspunkt bei 184°, 
wihrend Gulewitsch 180 bis 183° angibt. 

Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag wurde nochmals 
liltriert und mit HCl und H,SO, von Ag und Ba befreit: es 
wurde dann wiederum mit Phosphorwolframsiiurelésung versetzt. 
Der entstandene Niederschlag wurde, wie vorher beschrieben, 
zersetzt, die Niederschliige sehr exakt ausgewaschen und die 


Gulewitsch, Diese Zeitschr., Bd. XXVUL. 


W. Scheermesser. 


Fliissigkeiten zur Sirupkonsistenz eingeengt. Dieser Sirup wog 
1.5 g¢g. Da in ihm die Base Lysin vermutet wurde, wurde er 
mit 7,5 ¢ Platinchlorid, d.i. die fiinffache Menge des Sirups, 
vermischt und in ein weithalsiges Glas mit) Alkohol gespiilt. 
Nach M. Siegfried ist es nimlich nétig, um ein leichtes Kristal- 
lisieren des Platindoppelsalzes von Lysin zu erreichen, die fiinf- 
fuche Menge Platinchlorid zu verwenden. 

Nach und nach gab ieh zu der alkoholischen Fliissigkeit 
Ather und setzte dies so lange fort, bis auf Zusatz von Ather 
eine ‘Triibung nicht mehr entstand. Schon nach 12 Stunden 
hatten sich am Grunde des Gefiibes reichliche Kristalle in Form 
eines feinen Pulvers abgeschicden, das unter schwacher Ver- 
erOberung als goldgelbe Kristailnidelchen erkennen war. 
Sie wurden nach acht Tagen abgesaugt. mit wasserfreiem Ather 
nachgewaschen und im Vacuum tiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Beim Trocknen verlor das feine, iuberst hygroskopische Kristall- 
mehl seinen Gianz und ging in ein schmutziggelbes Pulver tiber. 
Ks wog 2,365 Zur Identifizierung wurde der C-, H- und 
N-Gehalt bestimmt. Uber Schwefelsiiure eetrocknet, wurden 
foleende Werte gefunden: 

1. 0.2798 g Substanz gaben 0.0918 Pt. 

Hl. O23 e¢ Substanz gaben 10.9 cem tr. N ber 20° und 732 mm Bar. 

It. OA468 Substanz gaben 0,0505 H,Q und 0.0864 ¢ CO,. 


Berechnet fiir 
Gefunden; 2 C,H,,N,0, Pt Cl,H, 


82.88 | 32.37 
C %o 16.035 | 15.95 
H °%o 3.82 | 3.69 


N Jo 5.06 4.07 


II Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag 
wurde auf 1/2 | aufgefiillt und davon zweimal in je LO cem 
der Stickstoff bestimmi. 

Die Zerst6rung der organischen Substanz durch H,S0, 
bei Gegenwart von Phosphorwolframsiiure geht fiuberst langsam 
vor sich: sodann aber auch findet haufiges explosives Stoben 
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der Kjeldahtkolben statt.!) Auch Hausmann erwihnt in 
<einer Arbeit diese Tatsachen. findet, dab man oft erst 
nach 20 Stunden eine vollstindige Zersetzung der Substanz 
erreicht. 

10 com der auf te | aufvefiillten Fliissigkeit brauehten 


a) —= 8,38 
b) 8.05 cem 


[m Mittel brauchten 
cem = 8,21 10-norm-H,SO, entsprechend 0,011494 g 

Nach Feststellung des Stickstoffgehaltes wurde aus der 
Mliissigkeit die Phosphorwolframsiiure entfernt und dann auf 
ca. LOO cem eimgeengt. 

In dieser L6sung wurde durch allndhliches umschichtiges 
Zusetzen von ammoniakalischer Silbernitratljsung und Silber- 
vitratldsung eine Fiallung erzeugt. Der sich sehr rasch ab- 
seizende Niedersehlag wurde abgesaugt, mit Wasser, Alkohol 
and sehlieBlich Ather nachgewaschen und im Vacuum. iiber 


~chwelelsiure getrocknet. Die Ausbeute betrug 4,7 g. 
O1615 Substanz gaben O,0957 Ag. 
berechnet gefunden 
fiir glutaminsaures Ag 
Ag 59,83 Ag. 


Aus dem Silbersalz wurde nun Glutaminsiiurechlorhydrat 
dargestelll. Dieses wurde im Neubauerschen Tiegel abge- 
saugt, mit kalter rauchender HC] nachgewaschen und im Vacuum 
Natronkalk getrocknet. 


1. 0.1496 ¢ Substanz gaben O.1148 AgC] = 0.0284 ¢ CL. 
ll. O1698 g Substanz gaben = 9,55 ccm ‘'10-norm-H,SO, ent- 
sprechend 0.01337 ¢ N. 
Gefunden berechnet 
Cl 18.98 °/o 19,31 
N 7,87 °Jo 7.74% 


Es lag somit Glutaminsiiurechlorhydrat vor. Zur weiteren 


Charakterisierung dieses Korpers wurde das optische Drehungs- 
vermogen bestimmt. 

4 


‘) Der inzwischen von M. Siegfried (Diese Zeitschr., dieses Heft. 


~ 


1 >. |) beschriebene Kjeldahtapparat stand mir noch nicht zur Verfiigung. 


W. Scheermesser., 
Das Praparat drehte die Polarisationsebene nach rechts. 
0.6576 wurden in 20 com 20°/oiger HCL gelost. 
= 20.5? 
L 
a= 1.61 
Daraus berechnet sich fiir 
C,H,NH, (COOH), - 
al J) —- 24 48°. 
fiir freie Glutaminséiure 


Kmil Fischer und Th. Doerpinghaus,!) die unter dey 
gleichen Bedingungen (L6sen in 20°/oiger HCI) wie ich das 
spezilische Drehungsvermégen der Glutaminsiiure bestimmtlen, 
fanden dasselbe fiir Glutaminsiiure aus 


Horn = -++ $1,91° 
Casein = + 28,21° 
Gelatine == 30,85°, 


withrend Scheibler?) einen Wert von —- 25,5° angab. 

In neuerer Zeit bestimmte auber Fischer noch Sechukow®? 
das spezifische Drehungsvermogen der Glutaminséure, gewonner 
aus Melasseschlempe der Dessauer Strontianraffinerie zu 26.52". 
Miiller*) wiederum fand von Glutaminsiiure aus « Anti- 
pepton a Sieefried» zu 30,62°. 

Das Filtrat vom glutaminsauren Silber wurde mit Schwete!- 
ammonium entsilbert und dann auf dem Wasserbade einge- 
damplt. Der hierbei verbleibende Riickstand wurde mit heibem 
Alkohol mehreremal extrahiert, der Riickstand in Wasser gelo-! 
und in Alkohol von ca. 40° Temperatur eingegossen. Zur vo!l- 
stiindigen Losung war dazu ca. 1 1 Alkohol noétig. Beim Er- 
kalten schieden sich an den Seiten sowie am Boden des Becher- 


Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 475, zum Artikel: «<Hydrolys 
des Horns». 

2) Bericht der Deutschen chemischen Gesellschaft. Bd. 17, 5. 1725 

3) Zeitschrift des Vereins der deutschen Zuckerindustrie, 10"). 
Bd. 50, S. 

*) Dissertation: Beitrag zur Kenntnis des Antipeptons. Leipzig 10 
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glases Wihrend drei Tagen gelblich gefiirbte ca. 3 mm dicke, 
warzenformige Gebilde aus, die dreimal umkristallisiert wurden. 


Getrocknet wogen sie L588 g. 


“ur Elementaranalyse wurde bei 70° getrocknet. 


I. 0.2024 Substanz gaben 0.2404 CO, und 0.1233 H,0. 


I]. Substanz gaben 25.83 cem entsprechend 


1.036162 ¢ N, 


fain berechnet fiir 
vel 

tH 6.76 6,71 

N 18.69 18.70 


Der Schmelz-und Zersetzungspunkt wurde tibereinstimmend 


zwet Fallen gefunden: 234°. 


— 


In dem Filtrat vor giutaminsauren Silber war also Glyko- 


vorhanden. 


Ks sind somit bei der Spattung des Pepsin-Glutinpeptons 


ais sicher isohert worden: 


Arginin, 


Lysin, 


Glutaminsiiure, 
Glykokoll, 


wihrend mit Sicherheit die Abwesenheit von Histidin nach- 


vewiesen werden konnte. 


Zweiter Spaltungsversuch. 


Spaltung von 6 ¢ Pepsin-Glutinpepton Ill. Verdauung. 


Beir diesem, wie auch im dritten Spaltungsversuch sollte 
dic Verteilung des Stickstoffs iin Peptonmolekiil bestimmt werden, 
diesem Zwecke wurden 6 Pepton, Il. Verdauung, mit 


einer Mischung von 40 @ Wasser 


20 & ~konzentrierter 


Schwefelsiture 12 Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht, 
und diese Fliissigkeit, die einen Riickstand nicht enthielt) und 
von goldgelber Farbe war, auf 250 cem aufgefiillt. 


3 
it 
4 


o 
W. Scheermesser. 


Von dieser Fliissigkeit’ brauchten 
== 14,47 cem !/10-norm-H,SO, entsprechend 0,020244 
Somit enthalten die 250 cem == 1,0122 g N, 
was, bei Annahme von 17°/o N im Pepsin-Glutinpeptonmolekiil, 
9,994 ¢ trockenem Pepton entspricht. In dieser Lésung wurde 
hun zuniichst der 
Amidstickstoff 


bestimmt und dabei die von Miller (1. ¢) zur Beobachtune 
empfohlenen Vorschriften eingehalten. 

Insbesondere wurde das Magnesiumoxyd auf Ammoni:k 
gepriift: es war vollig fre: davon. 

Von der Spaitungstliissigkeit wurden 20 cem mit 20 2 Met) 
destilliert und das Destillat -- 20eccm Vorlage 
zur Entfernung der CO, (vom MgO) gekocht. 

20 cem Spaltungsfliissigkeit: = 
— 20,00 ecm Fio-norm-Ba (OH). 
Amidstickstoff war also nicht vorhanden. 


Bestimmung des Diaminostickstoffs 
(Phosphorwolframsiiureniederschlag). 


Nach Entfernung der Phosphorwolframsiure und Schwetle!- 
siiure. wie dies im J. Spaltungsversuch beschrieben wurde und 
Auffiillen der eingedampften Fliissigkeit auf 250 brauchter 

a) 25 com = 16,28 cem !10-norm-H,SO, 
b) » = 15,98 » 4/10-norm-H,SO,. 


lin Mittel brauchten 
25cem == 16,18 cem Norm.-!/10-H,SO, entsprechend 0,022582 

Somit sind in) dem Phosphorwolframsiureniedersclilay 
¢ N. Dieser Stickstoff verteilt sich auf Arginin 
und Lysin, 

Zur Ermittelung, wieviel N auf jede der beiden Basew 
kommt, wurde in dreimal 50 cem der Argininsilberbarytniede:- 
schlag erzeugt: derselbe wurde mit Barvtwasser nachgewaschen 
und kjeldahlisiert. 

Der Argininsilberbarvtniederschlag 


a) verbrauchte 20,54 com 
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b) Kolben gesprungen 
¢) verbrauchte 20,06 cem 
Im Mittel brauchten 
von 50 com Niederschlag == 20,30 cem 3/10-norm-H,SO, 
entsprechend 0.02842 ¢ N. 
Somit kommen auf Arginin 
O,1421 ¢ N. 


Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag (Lysin). 


| Der Lysinstickstoff? wurde im Filtrat bestimmt: in a) wurde 

k das beim Zerstoren der organischen Substanz durch H,S0O, 
sich bildende baSO, mecht entfernt. Hierdureh gestaltete sich 
das Erhitzen mit HJSO, infolge Siedeverzuges zu ciner schwierigen 
| = Operation. Ftir b) und c) wurde vor dem Erhitzen mit Schwefel- 
siure zu der Fltissigkeit H,SO, im Uberschub zugegeben, aul- 


gekocht und vom basO, abitiltriert, das baryumsulfat mit heibem 


). Wasser ausgewaschen. Nach dem Eindampfen und WKjeldahli- 
sieren brauchten 
a) = 11,92 cem sO, 
b) = 11,51» Faio-norm-H,SO, 
¢) sx yo-norm-HSO,. 
i Im Mittel = 11,66 cem entsprechend O,01652%4 @ N. 
ul Somit kommen auf Lysin 
0.08162 ¢ 


Bestimmung des Monoaminostickstoffs im Filtrat 
vom Phosphorwolframsiiure niederschilag, 


N. Das Filtrat vom Phosphorwolframsiiurentederschlag be- 
trug 255 der Niederschlag war mit einer LOsung von 
Hn Phosphorwolframsiiure und 5°%/o Schwefelsiiure nachee- 
waschen, wozu 85 cem notig waren. 

en Filtrat und Wasehflissigkeit wurden verelmet und auf 
200 cem aufvefiiilt. Hiervon brauchten 
en a) 25 = 22,81 

b) = 22,90) » 


') Die bei Gegenwart von Salpetersiiure ausgeftihrten N-Bestim- 
mungen geben etwas zu hohe Werte. M. Siegfried. 


fe 


W. Scheermesser., 


Im Mittel brauchten 
29 com = 22,8) ¢cm 10-norm-H,SO,, entsprechend 0,03199 g N, 
Somit. sind in diesen 500 cem Filtrat) vom Phosphor- 
wolframsiureniederschlag 0,6396 g 


Wieviel Monoaminostickstoff kommt hiervon auf 
(ilutaminsiiure ? 


Die Glutaminsiiure wurde, wie im ersten Spaltungsversuch, 
mit ammomakalischer Sibernitratlosung und AgNO, gefiilit. 
Ausbeute an tiber im Vacuum getrocknetem (C5H,NO,)Ag, 
— 1.61122. Da der Stickstoffgehalt des glutaminsauren Silbers 
sich auf 4,05°/o berechnet, so entspricht dies 0.06525 N, 


Ubersicht ther die prozentische Verteilung des Stickstoffs im 
Pepsin-Glutinpeptonmolekiil des Il Spaltungsversuches, 


Amid-N Basen-N Monoamino-N ie 
statt 100° 
24.79 %o 70.21 95.0 
Davon Davon 
kommen auf kommen auf 
Arginin Lvsin Glutaminsiiure 
15.99 8.95 10.20 


Dritter Spaltungsversuch, 


Spaltung von 6 ¢ Pepsin-Glutinpepton, V. Verdauung. 


Der dritte Spaltungsversuch war die Parallele zum zweiten 
Spaltungsversuch, Die Ausfithrung war in allen Féillen genau 
die gleiche wie beim zweiten. 

Die durch Spalting von 6 Pepton erhallene Losung 
wurde auf 250 cem aufgefiilt. 

Von dieser Fliissigkeit) brauchten 


decom == 14,27 com entsprechend 0,019978 2X. 
Somit enthalten die 250 cem == 0.9989 ¢ N, was bei An- 


nahme von 17%  N im Pepsin-Glutinpeptonmolekiil 5,876. 
trockenem Pepton entspricht. 


q 
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Amidstickstoff 
war nicht vorhanden: 
20 cem 3/10-norm-H,SO, 


20 com Spaltungsfliissigkeit) = 
19,62 » 4/10-norm-Ba(OH),. 


bestimmung des Basenstickstoffs 
(Phosphorwolframsiiureniederschlag ). 


250 ccm aufgefiillte Fliissigkeit. 
Hiervon brauchten 


a) 20 com = 16,47 cem 10-norm-H,SO, 
b) = 16,08 » 410-norm-H,SO,. 
Im Mittel brauchten 
25 cem = 16,27 cem 3/10-norm-H,SO,, entsprechend 0,0277 g N. 


Somit) sind in dem Phosphorwolframsiiureniederschlag 
0.277 @ N. 

Weitere 50 com wurden mit Silbernitrat gefillt und mit 
barytpulver geschiittelt. Der Silberniederschlag 


a) verbrauchte 18,92 cem 4/10-norm-H,SO, 


b) » 19,43 
c) Kolben gesprungen. 
Im Mittel = 19,28 cem '/10-norm-H,SO,, entprechend 


0.026992 ¢ N. 
Somit kommen auf Arginin 0.13496 N. 


Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag (Lysin). 


a) = 13,89 ccm !/10-norm-H,SO, 


b) = 12,77 » 
ec) = 12,62 yo-norm-H,SO,. 


Die Bestimmung in a scheint fehlerhaft) zu sein. Ich 
iehme deshalb das Mittel von b und 

Im Mittel = 12,69 cem ‘io-norm-H,SO,, entsprechend 
0.01776 g N. 

Somit kommen auf Lysin 0.0888 N. 

Bestimmung des Monoaminostickstoffs im Filtrat 
vom Phosphorwolframsiureniederschlag. 
Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag betrug 
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355 cem, das 5°/o Phosphorwolframsiiure und 5°/o Schwefel- 
siiure enthaltende Waschwasser 105 ccm. Aufgefiillt auf 500 cem. 
Hiervon brauchten 


a) 25 com = Kolben gesprungen 
b) 25 » = °22,43 cem */10-norm-H,SO, 
c) 25 » = 23,09 » 1/10-norm-H,SO, 


Im Mittel brauchten 
25 ecm = 22,76 com !/10-norm-H,SO,, entsprechend 0,0314 g N, 

Somit sind in’ den 500 cem, also Monoaminostickstoft 
= (0.628 ¢ enthalten. 

Wieviel Monoaminostickstolf kommt hiervon auf Glutamin- 
saure ? 

Die Ausbeute des glutaminsauren Silbers, welches im 
Tacuum tiber Schwefelsiure getrocknet war, betrug 1.4702 ¢. 
Da der N-Gehalt des glutaminsauren Silbers sich auf 4,05° 0 
berechnet, so entspricht dies 0.05954 g N, 

Ubersicht iiber die prozentische Verteilung des N im Pepsin- 

Glutinpeptonmolekil des Il], Spaltungsversuchs. 


CGesamt-N 
Amid-N Basen-N Monoamino-N a 
statt 100 jo 
0%, 25,13 %/o 69,85 o 94,98 °/o 
Davon Davon 
kommen auf kommen auf 
Arginin | Lysin Glutaminsiiure 
| 


Ilierber ist) keine) Korrektion fiir die Loslichkeit der 
Argininphosphorwolframates angebracht, durch welche die Werte 
fiir Basen-N und Arginin-N erhoht, die fiir Lysin- und Amido- 
siiure-N erniedriet wurden, 


A 
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Uber die Spaltung der Gelatine. 
Von 
P. A. Levene. 
(Dritte Mitteilung.) 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhauser.) 


Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1904. 


In meiner zweiten Mitteilung wurde angegeben, dal man 
den Phosphorwolframsiiureniederschlag der Verdauungsprodukte 
der Gelatine durch heibes Wasser in zwei Fraktionen teilen 
kann. Die unlésliche Fraktion ergab nach Entfernung der 
Phosphorwolframsiiure Pepton. Von diesem erwies. sich ein 
Teil in absolutem Alkohol loslich. Der alkoholl6ésliche Teil war 
sehr hygroskopisch und konnte deshalb schwer zur Analyse 
benutzt werden. Es schien daher ratsam, zu versuchen, ein 
Kupfersalz darzustellen. Die Substanz wurde in tblicher Weise 
init iiberschiissigem Kupferoxyd gekocht, filtriert, eingedampft 
und im Vacuumexsiccator tiber Schwefelsiiure abkiihlen gelassen. 
I's sehied sich dabei ein Niederschlag aus, welcher aus Wasser 
umkristallisiert’ werden konnte. bestand aus hellblauen 
Piittchen mit einem starken silberartigen Glanz. Beim ‘Trocknen 
in Vacuumexsiecator tiber Schwefelsiiure iindert sich die Farbe 
der Substanz in eine violette um, wie das bei der racemischen 
a-Pvrrolidinkarbonsiiure der Fall ist. Das Kupfersalz ergab die 
liblichen Pyrrolreaktionen 

Die Substanz wurde dann analysiert und ergab die tol- 
venden Resultate: 

0.6321 ¢ der lufttrockenen Substanz ergaben 0.0712 fir 
H,.N,0O,)Cu H,O. 

Berechinet Gefunden 
HO. 10,99 11.11% 


~ 
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0.1965 g der Substanz im Xylolbad getrocknet ergaben 0,2930 CO, 
und 0,1001 H,O. 

0.1895 g der Substanz gaben 16,5 ccm Stickstoff (iiber 50°,0 KOH) 
bei 767 mm Bar. und 25° C, 


0.1353 ¢ der Substanz gaben 0,0365 g CuO fiir (C,H,,.N,0,)Cu. 


Berechnet Gefunden 
5,49 5,70 %o 
N 9,62 10,10 °/o 
Cu 21,66 21.70 Jo 


Die Substanz hatte also die Zusammensetzung der race- 
mischen a-Pyrrolidinkarbonsaure. Das Aussehen des Kupfer- 
salzes war aber von der a-Karbonsiiure ganz verschieden. Das 
letzte niimlich kristallisiert mit tief blauer Farbe, wéhrend die 
bei der Verdauung erhaltene Substanz aus hellblauen  silber- 
gliinzenden Schuppen bestand. Es wird meine weitere Aufgabe 
sein, die Substanz griindlicher zu untersuchen. Nur mochte 
ich schon an dieser Stelle erwahnen, dab die bei der enzvma- 
tischen Spaltung entstehenden Aminosiiuren scheinbar nicht 
durechwee zu der c-Reihe gehéren. So schmeckte die Amino- 
raleriansiiure, die bei der Pankreas- und Leberautolyse entstand, 
stark bitter, wéhrend die a-Siituren nach Fischer alle. siil) 
schmecken. Auch diese Frage werde ich eingehender unter- 
suchen. 

Diese Resultate wurden bei der Sitzung der American 
Physiological Society zu Philadelphia am 30. Dezember vor- 
getragen, also friiher, als mir die letzte Arbeit von Fischer und 
Abderhalden bekannt werden konnte. 
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Uber das Enzym der Thymusdrise. ') 
Von 


Walter Jones. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns-Hopkins-Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 190+.) 


In einer Mitteilung, welche vor zwei Jahren erschien, 
kiindigte Kutscher*) die Entdeckung eines merkwiirdigen 
Enzyms in der Thymusdriise an, welches von den hydrolytischen 
Produkten der Eiweibstoffe nur Lysin und Ammoniak hervor- 
brachte. Er lieh einen wiisserigen Extrakt der Driise bei Korper- 
temperatur drei Wochen stehen und untersuchte ihn dann mit 
Hilfe der bekannten Kosselschen Methode in etwas veriinderter 
Form, aber trotz der sorgfiiltigsten Anwendung dieses Ver- 
fahrens gelang es ihm nur, die zwei oben genannten Substanzen 
zu isolieren, und er weist besonders auf die Abwesenheit von 
Tyrosin, Arginin, Asparaginsiure und Glutaminsiiure hin. Er 
konnte jedoch eine Substanz isolieren, deren neutrale Reaktion 
und Verhalten gegen Silbernitrat und Ammoniak auf Thymin 
schhefen labt, aber diese Vermutung wird nicht ganz durch 
die Analyse bestiitigt, wie Kutscher selbst sagt, besonders da 
die Zahlen der Analyse umsomehr von den theoretischen ab- 
weichen, je mehr der KoOrper gereinigt wird. 

Indem er die Substanz bei seiner Zusammenfassung ganz 
libergeht, spricht Kutscher die Meinung aus, daf} seine Ent- 
deckung durch eine der folgenden Annahmen erklart werden 
mub. 1. Die Driise enthilt em charakteristisches Enzym, welches 
besonders Lysin und Ammoniak von den Eiweibkorpern ab- 
spaltet. 2. Die Driise enthilt einen charakteristischen Kiweib- 
stoff, welcher nur Lysin und Ammoniak ergibt. 3. Die Driise 

') Vorgetragen in der American Physiological Society in  Phila- 


delphia am 29. Dez. 1903. 
®) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 114. 
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enthalt Trvpsin, und diese Erklarung hilt Kutscher fiir die 
wahrscheinlichste. 

Neuerdings hat Araki!) gezeigt, der Thymus ein 
Knzym enthilt, welches auf die Kernsubstanz der roten Blut- 
kOrperchen der Vogel eine*lésende Wirkung ausiibt und fithig 
ist, a~-Thymusnucleinsiiure, deren Natronsalz gelatiniert, in B-Thy- 
musnucleinsiiure tiberzufiihren, deren Natronsalz nicht gelatiniert, 
Diese beiden Siéiuren wurden von Kossel?) aus dem Thymus 
isoliert, und spiiter zeigte Neumann,’) durch Kinwirkung 
warmer Alkalien die cine in die andere iibergefiihrt werden kann, 

Die nachstehend beschriebenen Experimente zeigen 

1. dab die Thymusdriise ein lOsliches Enzym enthiit, welches 
bei Siedetemperatur schnell zerstort wird und welches den Nucleo- 
proteiden *) der Driise anhiingt, wenn diese mit Essigsiiure nieder- 
geschlagen und mit Natriumkarbonat gelost werden. Das Enzym 
kann deshalb frei von den Joslichen Bestandteilen der Driise 
erhalten werden und es ergibe sich dadurch eine Methode, 
welche eine genauere Untersuchung der Zersetzungsprodukte, 
die sich durch die Einwirkung des Enzyms bilden, besonders 
in Hinsicht ihrer Entstehung, gestattet, als es mit dem von 
Kutscher und Araki angewendeten Verfahren modglich war: 

2. dab bei Korpertemperatur und in der Konzentration, in 
der es in der Driise existiert, das Enzym die Nucleoproteide mi! 
grober Schnelligkeit zersetzt, unter Bildung von Phosphorsiiure 
und Xanthinbasen: 

3. dab die Nanthinbasen, die durch den Kinflub des Enzyms 
entstehen, verschieden sind von den Xanthinbasen, welche 
durch die Kinwirkung kochender Siiuren auf Thymusnuclein- 
siiture gebildet werden: 

4. dab in entschiedenem Gegensatz zu Trypsin das Enzym 
in einer sauren Fliissigkeit am wirksamsten ist und leicht durch 
die Gegenwart von Alkalien bei Kérpertemperatur zerst6rt wird. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 194. 

2) Archiv fiir Physiol. 1894, S. 194. 

5) Archiv fiir Physiol., 1898, 8.374, und 1899, Supplementband, 592. 

*) Der Ausdruck «Nucleoproteid> wird in der ganzen Abhandlung 
im weitesten Sinne gebraucht und so!l auch «Nucleohiston» einschliefen. 
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Da die Methode zur Isolierung der Xanthinbasen in all 
meinen Experimenten die gleiche ist, so soll der folgende Kon- 
trollversuch zeigen, dab die Nanthinbasen weder in der Driise 
priformiert sind, noch durch die Behandlung des Materials 
entstehen. 50 ¢ Thymusdriise, welche so gut als méglich von 
fremdem Gewebe gereinigt worden war, wurde fein zerrieben 
und mit LOO com Wasser bei Zimmertemperatur mehrere Stunden 
digeriert, dann wurden 5 Tropfen 30° oiger Essigsiiure hinzu- 
gefiigt und das ganze zum Siedepunkt erhitzt. Das Koagulum 
wurde abfiltriert, die Fliissigkeit) mit Ammoniak alkalisch ge- 
macht und mit ammoniakalischer Silberl6sung behandelt, nach- 
dem das Magnesium-Ammoniumphosphat abfiltriert worden war. 
Nicht der geringste Niederschlag wurde erzeugt. Der Zusatz 
einer minimalen Menge einer LOsung von Xanthin in Ammoniak 
verursachte jedoch sofort einen gelatindsen Niederschlag. 

Mit Material, das bet Korpertemperatur digeriert’ worden 
ist, sind die Resultate ganz andere. Ein Gemisch von 900 g 
fein zerteilter Driise und 1800 cem Wasser wurde mit 25 com 
Chloroform gut geschiittelt und in einem fest geschlossenen 
Gefab fiinf Tage bei Korpertemperatur stehen gelassen. Das 
Material wurde dann mit 1 cem 20° oiger Essigsiiure behandelt, 
zum Siedepunkt erhitzt filtriert. Das Filtrat) wurde mit 
Ammoniak alkalisch gemacht und dafs der jetzt entstandene 
kristallinische Niederschlag von Ammonium-Magnesiumphosphat 
fret von Xanthinbasen war, wurde durch Verdampfen mit Sal- 
petersiiure und Behandlung des Riickstandes mit Atznatron be- 
wiesen. Der Zusatz von ammoniakalischer SilberlGsung zu der 
von den Phosphatkristallen abfiltrierten Fliissigkeit: gab unver- 
ziiglich einen reichlichen Niederschlag, withrend dasselbe Reagens 
gar ketnen Niederschlag gab bei einer Fliissigkeit, die ebenso 
dargestellt worden war, aber aus einem Material, das gekocht 
worden war, ehe es bet Korpertemperatur digeriert wurde. 

Der Silberniederschiag wurde nach dem von Kriiger und 
Salomon?!) zur Trennung der Nanthinbasen des Harnes an- 
gewendeten Verfahren behandelt. Aus der Xanthinfraktion 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 8S. 373. 
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wurden 2,74 g Xanthinnitrat erhalten, von dem ein Teil in 
die freie Base verwandelt und analysiert wurde. 


I. 0.2071 ¢ Substanz bedurften 9,74 titrierter Schwefelsiure 
(1 com = 0,007814 ¢ Stickstoff), 


Il. OA843 > &.66 cem derselben Schwefelsiure. 
Berechnet Gefunden 
fiir C,H,N,O, 
N 36.84 36,75 36,72 


Das Filtrat von dem XNanthinnitrat, in welchem man. so- 
wohl Guanin als 1-Methyl-Nanthin!) erwarten durfte, wurde 
mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Da es keinen Nieder- 
schlag gab, ist die Abwesenheit von Guanin bewiesen.?) Die 
ammoniakalische Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade zu 
‘4 ihres Volumens eingedampft, bis sich ein schwach gelblicher 
Niederschlag bildete. Diese Substanz zeigte bei mikroskopischer 
Untersuchung kristallinische Plittchen, ohne eine Spur von 
Atlasglanz. Nach dem Auswaschen mit Wasser und Troeknen 
mit Alkohol und Ather wogen diese Kristalle 0,225 ¢. Sie 
wurden in 4 cem heiber 3,3 °/oiger Natronlauge aufgeldst und 
die Losung in eine abgekithlte Mischung von 1!/2 cem starker 
Salpetersiiure und 1!'2 com Wasser geschiittet. Beim Abkiihlen 
schied sich 0,220 ¢ kristallinisches Xanthinnitrat aus, welches 
in die freie Base tibergefiihrt und analysiert wurde. 

0.1137 g Substanz erforderten 5.34 cem der titr. Schwefelsiure 
ccm 0.007814 Stickstoff). 
Berechnet fiir C,H,N,O, Gefunden 
N 36,84 36.69 

Abgesehen von der Analyse zeigt die Schwerldslichkeit 
des Nitrats in Salpetersiiure zweifellos, dali wir es nicht mil 
1-Methyl-Xanthin zu thun haben. 

Die saure Fliissigkeit, welche die Basen der Hypoxanthin- 
fraktion enthielt, gab mit} Ammoniak einen duberst geringen 
flockigen Niederschlag, der keine Xanthinreaktion mit Salpeter- 
siiure und Atznatron ergab. Das Filtrat. von diesem Nieder- 


Okerblom.,. Diese Zeitsehrift. Bd. XXVIII, S. 60. 
*) Daf’ es cin Beweis ist, wurde an einer Mischung von Xanthin 
und Guanin gezeigt. 
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schlag wurde verdampft, um das Ammoniak zu vertreiben, und 
eine kleine Portion wurde mit einer gesiittiglen wiisserigen 
Losung von Pikrinsiiure behandelt. Es entstand kein Nieder- 
schlag, sondern nur eine Triibung und diese erst auf Zusatz 
eines grofBen Uberschusses des Reagens. Die Hauptmenge der 
Fliissigkeit wurde deshalb sogleich mit ammoniakalischem Silber- 
nitrat’ versetzt, der Silberniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt und der Riickstand bis zur Trockne einge- 
dampft. Das Filtrat von dem Silbersulfid wurde in der nétigen 
Menge einer heiben Mischung von zehn Teilen starker Salpeter- 
siiure und neunzig Teilen Wasser aufgelist. Beim Abkiihlen 
wurden O,110 ¢ gut ausgebildete Kristalle in Wetzsteinformen 
ausgeschieden, welche nur schwache Xanthinreaktion mit Sal- 
petersiiure und Natron ergaben. Die Substanz kann nichts 
anderes als Hypoxanthinnitrat sein. 

Wie bekannt, ergibt) Thymusnucleinsiiure bei Hydrolyse 
Guanin und Adenin.'!) Dadurch entsteht natiirlich die Frage. 
ob das durch die Verdauung der Driise enthaltene Nanthin in 
irgend einer Weise mit einer Zersetzung der Nucleoproteide 
der Driise in Zusammenhang steht. Oder, mit andern Worten, 
kann nicht in der Drtise, wie Kutscher vermutet, eine be- 
sondere Substanz existieren, welche unter dem = Einflub des 
Lysin und Ammoniak gibt, und gleichzeitig Nanthin 
und Hypoxanthin ? Soweit die Xanthinbasen in Betracht Kommen, 
werden die folgenden Resultate die Frage definitiv beantworten. 
Lysin und die Substanz, die Kutscher als Thymin ansah, 
werden den Gegenstand einer weiteren Mitteilung bilden. 


Versuche mit den isolierten Nucleoproteiden. 


1 ke priiparierter Driise wurde bei Zimmertemperatur 
liber Nacht stehen gelassen mit 3! 2 Liter Wasser, das mit 
Chloroform gesiiltigt war. Die tribe Fliissigkeit wurde durch 
ein Tuch gepreBt und die suspendierten Teilchen so gut als 
moglich durch Zentrifugieren entfernt. Die Nucleoproteide 
wurden dann mit Essigsaéure ausgefiillt und, nachdem die saure 


Kossel und Neumann, Diese Zeitsehrift. Bd. SS. 74. 
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Kliissigkeit durch Zentrifugieren genau entfernt worden war. 
in’ Wasser aufgeschwemmt und durch sorgfiiltige Beiffigung von 
sehr verdiinntem Natriumearbonat in Lésung gebracht. Eine 
geringe Menge ungeléster suspendierter Substanz wurde jetzt 
durch die Zentrifuge entfernt, die Nucleoproteide wurden wieder 
niedergeschlagen und nach Entfernung der sauren Fltissig¢kei! 
durch Zentrifugieren wieder in’ Wasser aufgeschwemmet und 
durch Natriumkarbonat in Losung gebracht. Dieses Verfahren 
wurde mehrfach wiederholt, bis schhieblich eine neutrale opales- 
zicrende Fliissigkeil erhalten wurde, die infolge ihrer Darstellung 
keinen nennenswerten Betrag von irgend einem bestandteil der 
Driise enthalten konnte, auber den Nucleoproteiden, so dat 
jedes Produkt der Verdauung einer solchen Losung (und sowohl 
die Nanthinbasen als Phosphorsiiture wurden erhalten) den Nu- 
cleoproteiden zugeschrieben werden mub. 

In allen folgenden Experimenten wurde die Fiéulnis aus- 
geschiossen dadurch, dafii die Verdauung in geschlossenen (ie- 
fiiben bei Gegenwart von Chloroform vorgenommen wurde. 

Kin Teil der Nucleoproteidlésung wurde mit Essigsiiure 
schwach angesiuert und fiinf Minuten gekocht. Nach achi- 
tiigiger Verdauung bei Korpertemperatur wurde mehr Essig- 
siiure zuvesetzt, zum Siedepunkt erhitzt und filtriert. Das Filtra! 
gab keinen Niederschlag mit Ammoniak und Silbernitrat) und 
auch nicht mit Ammoniak und Magnesiumsulfat. 

Kin zweiter Teil der Nucleoproteidldsung wurde deutlich 
alkalisch gemacht mit Natriumearbonat und vier Tage bei Korper- 
temperatur digeriert. Da die Abwesenheit der) Nanthinbasen 
durch die oben beschriebene Methode gezeigt werden konnie, 
so wurde die Flissigkeit mit’ Essigsiiure schwach angesiiuer! 
und die Verdauung eine Woche lang fortgesetzt. Das Material 
wurde dann mit Essigsiiure versetzt und zum Kochen erhitzt. 
Die filtrierte Fliissigkeit gab nur eine Triibung mil Silbernitra! 
und Ammoniak. Dies ist ein Beweis, dab die Wirkungsfahighe:! 
des Enzyms nicht nur durch die Gegenwart von Alkalien aul- 
gehoben wird, sondern auch daf sie nach Entfernung de- 
Alkalis nicht wiederhergestellt wird. Die Untitigkeit des 
zyvms in einer schwach alkalischen Fliissigkeit wali- 
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scheinlich die giinzliche Abwesenheit der Xanthinbasen in der 
frischen Driise. 

Der Hauptteil der Nucleoproteidlésung wurde mit Essig- 
siiure schwach angesauert und bet Korpertemperatur den 
Thermostaten gestellt. Nach fiinfzehn Stunden konnte die An- 
wesenheit von Nanthinbasen sicher gezeiet werden und nach 
einer Woche wurde ein reichlicher Niederschlag erzielt durch 
Zusatz von Ammoniak und Silbernitrat zu einem Teil der Fliissig- 
keit, aus dem man die Proteide durch Zusatz von Essigsiiure 
und Erhitzen entfernt hatte. Das ganze Material wurde deshalb 
mit Essigsiiure versetzt, zum WKochen erhitzt und nach der 
Filtration mit Ammoniak alkalisch gemacht. Ein kleiner Teil 
dieser F'liissigkeit wurde mit Magnesiumsulfat versetzt. Es ent- 
stand ein Niederschlag, welcher unter dem Mikroskop die fiir 
Magnesium-Ammoniumphosphat charakteristische Form zeigte 
und auch auf andere Art geniigend identifiziert wurde. 

Der Rest der ammoniakalischen Fliissigkeit wurde mit 
einer LOsung von ammoniakalischem Silbernitrat versetzt und 
der gelatindse Niederschlag auf Xanthinbasen untersucht. Die 
Resultate wichen nicht im geringsten von denen mit der ganzen 
Briise erzielten ab. Die Abwesenheit von Guanin und Adenin 
wurde gezeigt und es wurden schlieBlich 1,75 g¢ Nanthinnitrat 
und 0,070 g Hypoxanthinnitrat erhalten. Eine Portion des 
Xanthinnitrats wurde in die freie Base verwandelt und analysiert. 
|. 0.2143 ¢ Substanz erforderten 10.09 cem der titrierten Schwefelsiure 

(1 cem == Stickstoff), 


Il. 0,2033° » > > 9.5+ cem Schwefelsiure. 
Berechnet Gefunden 
fir CZH,N,O, I, II. 
N 36.84 36,79 36.67 


Hier zeigte es sich auch, dai das Filtrat vom Xanthin- 
nitrat noch Nanthin enthieit, wovon O.110 ¢ wiedererlangt, in 
der oben beschriebenen Art durch Kristallisation von Salpeter- 
sdure gereinigt, wieder in die freie Base tibergefiihrt und analysiert 
wurden. 

0.0831 ¢ Substanz erforderten 3,90 cem Schwefelsiiure 
(1 cem == O0,007814 Stickstoff). 
Berechnet fiir C,H,N,O, Gefunden 
N 36,84 36.67 
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Wenn wir in Betracht ziehen, das aus 10 g Thymus- 
nucleinsiiure, die ungefiihr 500 feuchter Driise entspricht, 
Kossel und Neumann 0,600 g Guanin und 1,200 g Adenin 
erhielien, so ist es offenbar, dafi das Xanthin, welches durch 
das Enzym gebildet wird, seinen Ursprung nicht nur den Gruppen 
in den Nucleoproteiden, welche bei Hydrolyse Guanin geben, 
verdankt, sondern auch denjenigen, welche Adenin geben. Es 
scheint deswegen, dali dem Enzym die Funktion zugeschrieben 
werden muB, sowohl die Amidogruppen als die Wasserstofi- 
atome durch Hydroxylgruppen ersetzen. 
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Spongosterin, eine cholesterinartige Substanz 
aus Suberites domuncula, und seine angebliche Beziehung zum 
Lipochrom dieses Tieres. 
Von 
M. Henze. 


Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Januar 1904.) 


Trotz der allgemeinen Verbreitung der Cholesterine ver- 
mogen wir Uber ihre Bedeutung ftir den Organismus kaum 
etwas Bestimmtes auszusagen. Das gleiche gill auch bezug 
auf ihre chemische Konstitution und Abstammung. 

In der Absicht, einen Anhaltspunkt auf die letzte dieser 
noch offenen Fragen zu finden, stie} ich in der Literatur auf 
zwei tibereinstimmende Angaben. Die eine stammt von Krucken- 
berg.!) Er behauptet, dab bei einem hautigen Kieselschwamm 
des Mittelmeeres (Suberites domuncula) Cholesterin durch die 
Umwandlung eines Lipochroms entstehe, welches dem Schwamme 
die charakteristische rote Farbe gibt. Kruckenberg kon- 
statierl also (wenigstens bei diesem Tier) den chemischen Zu- 
summenhang zwischen Lipochromen und Cholesterinen. Der 
Ubergang soll sich bet Einwirkunge des Sonnenlichtes  voll- 
zichen. Die andere Angabe findet sich bei J. Cotte,?) der 
die Beobachtung von Kruckenberg von neuem vollig bestitigt. 

Die Darstellungen der beiden Autoren schienen mir jedoch 
durehaus nicht zwingend zu sein. umsomehr als sich dieselben 
eigentlich nur auf Farbenreaktionen, die mit) dem = direkten 
Chloroformextrakt des Schwammes angestellt wurden, und auf 


Vergleichende physiologische Studien, Bd. 50; Bd. Ths. 
*) Jules Cotte: Contribution a Vetude de Ja nutrition chez les 
pongiaires. Bulletin’ scientifique de la France et de la Belgique. 


Vol. XXXVI, p. 509. 
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mikroskopische Kristallbilder stiitzen. Abgesehen davon ist auch 
nicht gezeigt worden, ob es sich wirklich um Cholesterin resp. 
Isocholesterin, wie Kruekenberg meint, bandelt. J. Cotte 
bemerkt allerdings, dafi er unter Cholesteria einen cholesterin- 
artigen Kérper im weitesten Sinne des Wortes verstehe. 

Kine Klarlegung dieser Verhiiltnisse erforderte in erster 
Linie eine Tsolierung und getrennte Untersuchung der beiden 
in Betracht kommenden Stoffe. Dann war es erst moglich, 
das Lipochrom speziell auf seine Umwandlung zu prifen. 

Vor der Verarbeitung wurden die Schwiaimme sauber vou 
der yon ihnen gewohnlich umhiillten Schneckenschale abgelost, 
die in den meisten Fallen von dem Krebs Pagurus bewolint 
ist, dann durch Ausdriicken einigermaben von dem aufgesogenen 
Wasser befreit: und zerkleinert. Hierbei macht sich der intensity 
widerwiirtige Geruch eines fliichtigen KOrpers geltend, auf den 
ich spiiter noch zu sprechen komme. Die Schwamme wurden 
wnfangs in frischem Zustande so lange mit absolutem Alkolo! 
und Ather extrahiert, bis erneute Mengen dieser Losungsmitte! 
keme Lipochrom-hotfirbung mehr zeigten. 

Spiiter trocknete ich die Schwiimme stets vorher an der 
Lauitt, da sich in den hierauf gewonnenen Extrakten kein Unter- 
schied von den aus frischem Material erhaltenen Ausziigen 
bemerken lieb. Natiirlich ist die Extraktion hierbei eine viel 
vollkommenere. 

Beim Verdampfen oder Abdestillieren der Extraktions- 
fliissigkeiten hinterbleibt eine durch das Pigment stark rotygelb 
vefiirble butterartige Masse. Kruckenberg und Cotte sagen, 
sie zeige keine oder fast keine Kristallisation. Lasse man sie 
aber cinige Zeit im Sonnentlichte stehen oder erhitze man sie, 
so werde das Pigment unter Verschwinden seiner Farbe umn- 
eewandell. Die Umwandlung soll man in einer zunehmende: 
Kristallausscheidune von Cholesterin erkennen. Ich habe dazu 
folgendes zu bemerken: Man braucht die iitherisch-alkoholische 
Losung der Schwiimme nur nicht ganz bis zur Trockene zi 
verdampfen, ihr einige Zeit zum Kristallisieren zu lassen (Lich! 
spiell dabei absolut keine Rolle), und man wird sehen, wie sich) 
massenhaft Kristalle vom sogenannten Cholesterin ausscheidet 
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Schon damit scheint mir die Behauptung der Autoren, 
es bediirfe zur Entstehung des Cholesterins zuniichst der Ein- 
wirkung des Lichtes oder der Wiirme, ziemlich zweifelhatt 
geworden zu sein. Die gleichzeitig mit aus der Schwammasse 
extrahierten Substanzen (Fette, Lipochrome, fliichtige Ole ete.) 
werden, wenn man jegliches Losungsmittel verdampft, hem- 
mend auf die Kristallisation des sogenannten Cholesterins 
wirken, es notig Ist, liingere Zeit zu warten, bis die- 
selbe eintritt. Durch Erwiirmen sie sich etwas be- 
shleunigen, weil jedenfalls  fliichtige Ole verdampfen, wie 
der Geruch lehrt. Es schien mir das der nither hegende 
SehluB za sein. Cotte stiitzt seine Ansicht durch Reaktionen 
mit konzentrierter Schwefelsiiure, mit der ein frischer Chloro- 
formextrakt der Schwammasse, der also allerhand Substanzen 
enthélt, anfanegs Blaufiirbung gibt. Ist) der Extrakt dagegen 
lingere Zeit belichtet worden, so versagt die Blaufiirbuny, 
indem an deren Stelle eine rothehe Cholesterinreaktion ein- 
trill. Wie es sich mit dieser Beobachtung verhilt, soll spiiter 
erortert: werden. 

Zur Isolierung des sogenannten Cholesterins wurde folgender 
Wee eingeschlagen. 

Was Lipochrom wird, wie schon Kruckenberg angibt, 
durch Kalilauge nicht angegriffen. Demzufolge kounte man das 
aus der Schwammasse dureh Alkoholitheraxtraklion gewonnene 
butterartige Substanzgemenge nach der Autlosung in heibem 
Alkohol mit) Natriumalkoholat) behandeln. Die vorhandenen 
Fette wurden dadurch verseift. Auf 30 ¢@ Extrakt kamen 5 ¢ 
Natrium. Die alkoholische Fliissigkeit wurde zuletzt auf dem 
Wasserbad zur Trockene verdampft und zu dem in) warmem 
\Vasser aufgenommenen Riickstand Calciumehlorid gegeben. Die 
entstehenden Kalkseifen emulgieren und Lipochrom: sani 
Cholesterin mit sich. Man koliert, wiischt mit) Wasser nach 
und trocknet Dampftrockenschrank, so weil es moglich ist. 
hs ist nunmehram vorteilhaftesten, die getrocknete Masse mehr- 
mit Aceton auszukochen, welches nur das Lipochrom und 
den cholesterinartigen Kérper aufnimmt. Die Kalkseifen, iiber 
veren Natur spiiter noch berichtet werden soll, bleiben zurtick. 
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Nach dem Abdestillteren der Hauptmenge des Acetons kristal- 
lisiert das Cholesterin aus. Die Mutterlaugen sind durch das 
Lipochrom intensiv rotgelb gefairbt und selbstredend noch chole- 
sterinhaltig. Um einigermafen grébere Mengen des cholesterin- 
artigen KoOrpers zu gewinney, mul man freilich grobe Quanti- 
tiiten der Schwiimme in Arbeit nehmen. 

Bisher ist tierischen Organismus auber dem eigent- 
lichen Cholesterin nur noch Isocholesterin gefunden worden, 
abgesehen von WKoprosterin und Hippokoprosterin der Fiices, 
die als Reduktionsprodukte des Cholesterins aufgefabt werden. 
Die Zahl der pflanzlichen Cholesterine oder Phytosterine ist bei 
weitem gréfer,) alle sind sie jedoch isomer mit dem tierischen 
Cholesterin. Die gleich nither zu charakterisierende Verbindung 
weicht schon in ihrer chemischen Zusammensetzung von den 
eiventiichen Cholesterinen ab. In gewissen Beziehungen wird 
man jedoch eine Analogie zum Cholesterin nicht verkennen. 
Ich bringe fiir dieselbe den Namen: Spongosterin in Vorschlag. 

Zur definitiven Retiigung des rohen Spongosterins benutz! 
man am besten Methylalkohol. Mitaunter ist es notwendig, die 
letzien hartniickig anhaltenden Reste des roten Lipochroms 
durch Behandeln mit Tierkohle zu entfernen, Zuletzt wurde 
das Spongosterin aus 95° oigem Alkohol umkristallisiert, aus 
dem es in Form von weiben, fettig glinzenden Tiifelchen oder 
Blittchen, deren meist ausgeziihnte Riinder die eigentliche Form 
unkenntlich machen, austillt. In Alkohol ist das Spongosterin 
leichter JOslich als Cholesterin. Ather, Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff nehmen es sehr leicht auf. Aus Ather schieBt das 
Spongosterin in langen, spiebigen Formen an. Bei langsamer 
Verdunstung einer Atherlisung erhielt ich gelegentlich sehr grobe 
rhomboedrische Wristalle. 

Der Schmelzpunkt des Spongosterins liegt ber 119—120 °, 
also viel tiefer als der des Cholesterins (145°) oder Isochole- 
sterins (194°), sowie auch siimtlicher bekannten Phytosterine. 
Der Schmelzpunkt lieb sich trotz vielfachen Umbkristallisierens 

Verel. Zusammenstellung bei Burian. Sitzungsberichte de: 
K. Akademie der Wissenschaften in Wien. Math.-Naturw. Klasse, Bd. CVI. 
Abt. IL 6. Juli 1897, 
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nicht erhOhen. Um ganz sicher zu gehen, wurde das Spongo- 
sterin (cf. unten) in den Essigester tibergefiihrt und durch Ver- 
seifung daraus wiedergewonnen. Der Schmelzpunkt blieb auch 
jetzt konstant auf 119—120 °. 

Die fiir das Cholesterin charakteristischen Reaktionen er- 
geben, auf das Spongosterin iibertragen, folgendes Resultat: 

Behandelt man einige auf einem Objekttriiger befindliche 
Kristalle mit Schwefelséure (1:5), so zeigt sich keine Veriin- 
derung. Cholesterin fiirbt sich rot. Die Probe nach Salkowski 
tritt langsam und nicht mit dem schOnen roten Farbton ein: 
die Schwefelsiiure fluoresziert griin. 

DieLiebermann-Burchardsche Probe ist deutlich positiv. 

Obermiillers Reaktion versagte(siehe auch: Propionsiiure- 
ester). Raucht man einige Spongosterinkristalle mit conz. HNO, 
in einem Schiilchen ab, so tritt beim Befeuchten des Riick- 
standes mit Ammoniak Rotfirbung ein. 

Das Spongosterin ist optisch aktiv und zwar linksdrehend. 

Die Bestimmung im Laurentschen Halbschattenapparat 
ergab foldendes : 

Angewendete Substanz 1.0714 ¢ (bet 105° getrocknet) in 25 eem 
Chloroform gelést. 

Die Lésung drehte im 2-dm-Rohr — 1° = — 1,68° Tem- 
peratur 25°. 

Hieraus berechnet sich: 


25° 
a) = — 19,59°/o. 


Die Kristalle des Spongosterins scheinen analog denen 
des Cholesterins Kristallwasser zu binden und zwar ziemlich 
fest, soda die letzten Spuren erst beim Schmelzen der Substanz 
vollig zu entfernen sind. Zu einem definitiven SchluB bin ich 
in dieser Hinsicht noch nicht gekommen. Einige Bestimmungen 
ergaben die folgenden Zahlen: 
I. 01517 g Substanz verloren (pei 110° getrocknet) 0.0062 g an Gewicht 
I]. O.1623 > > » 110° O.0075 » » 
Ill. 1.1270 » » 110° 0.0596 

Der Gewichtsverlust (Kristallwassergehalt {?|) betriigt demnach pro 
100 Teile lufttrockener Substanz : 


Il. If. 
4,09 4,62 4,93 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 8 
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Die Klementaranalysen des Spongosterins gaben folgende 

Kesultate : 
1 O1455 ¢ bis zur Gewichtskonstanz getrockneter Substanz lieferten 
CO, == 0.4367 
0.1650 » 
I}. O.L8069 bis zur Gewichtskonsianz cetrockneter Substanz lheferten 
CO, = 0,5425 g 
HO 0,2034 » 
|. Gefunden: = 81,81%, HH 12,60% 
81.92%, H = 12,52% 

Mit Beriicksichtigung der Resultate, welche die Elementar- 
analysen der Spongosterinderivate gaben, berechnet sich aus 
den obigen Daten eine Formel, die am besten in Einklang zu 
bringen ist, mit 

C,oH,,0 mit theoretisch C == 81,95°/o 
H = 12,03 %o 
Ich bemerke ausdriicklich, dai ich die Formel durchaus nicht 
als absolut feststehend ansehe, dazu bedarf es noch eingehenderer 
Untersuchungen. Die Elementaranalyse auch der Ester reicht 
ber dem hohen Molekulargewicht der Verbindung nicht aus. 

Die Bestimmung der Molekulargr6Be nach der kryoskopischen 
Methode in Naphtalin als Losungsmittel deutet auf die obige 
einfache Formel des Spongosterins: 

|. O.L108 ¢ Substanz bewirkten in 28 g Naphtalin eine Depression 

des Erstarrungspunktes um 0,072°; 

I]. 0.2390 g¢ Substanz bewirkten in 28 g Naphtalin eine Depression 

des Erstarrungspunktes um 0,180°. 

Legt man der Berechnung die Depressionskonstante 70 
fiir Naphtalin zugrunde, so erhélt fiir 

If. 
B85 332 

Die Fiihigkeit des Spongosterins, sich zu verestern, ist be- 
weisend fiir das Vorhandensein einer Hydroxylgruppe im Molekiil. 
Die folgenden Ester wurden dargestellt. 


Spongosterylacetat. 


Zu seiner Darstellung wurde das entwiisserte Spongosterin 
etwa 1 Stunde auf dem Wasserbad mit Essigsiiureanhydrid er- 
wiirmt. Hierauf wurde durch wiederholtes Abdampfen mit ab- 
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solutem Alkohol der Uberschu8 des Anhydrids entfernt und 
das Produkt mehrmals aus 95° oigem Alkohol umkristallisiert. 
Die resultierenden gliinzenden Bliittchen schmolzen bei 124,5°. 
Die Schmelze zeigte kein Farbenspiel, wie dies vom Cholestery|- 
acetat bekannt ist. 

Bei der Verseifung des Acetats mit alkoholischer Kali- 
lauge erhiilt man das Spongosterin mit den gleichen Kigen- 
schaften und dem gleichen Schmelzpunkt 120° zuriick. 


Spongosterylpropionat. 


Man erwirmt das gut getrocknete Spongosterin mit Pro- 
pionsiureanhydrid auf dem Wasserbad. Nach ca. 1 Stunde 
wird die beim Erkalten erstarrende Reaktionsfliissigkeit mit 
verdiinntem kalten Alkohol gewaschen und bis zum Konstant- 
bleiben des Schmelzpunktes umkristallisiert. Es wurde 95°/oiger 
Alkohol verwendet, in dem das Propionat ziemlich schwer lOs- 
lich ist. Man erhiilt das Spongosterylpropionat in Form schéner 
erober perlmuttergliinzender bliittchen. Thr Schmelzpunkt liegt 
bei 135—136°. Im Gegensatz zu dem von Obermiiller fiir das 
Cholesterylpropionat als typisch bezeichneten  Irisieren seines 
Schmelzflusses zeigt die vorliegende Verbindung keine Spur 
einer derartigen Farbenerscheinung. 

Bei der Elementaranalyse lieferten 0,1650 ¢ Substanz 0.4793 CO, 
und 0,1766 H,0. 

Gefunden: C == 79,22° 0, H 11,81° 0 

Berechnet fiir C,,H,,OC,H,CO: C = 79,52°%o, H = 10,88°%o 


Spongosterylbenzoat. 


Man erhilt diese Verbindung in glatter Weise, wenn man 
das getrocknete Spongosterin mit einem UberschuB’ von Benzoyl- 
chlorid im Kélbchen auf ca. 160° erhitzt. Nach der Reaktion, 
die in wenigen Minuten voliendet ist, wiischt man das iiber- 
schiissige Benzoylchiorid verdiinntem Alkohol weg und 
kristallisiert aus einem Gemisch von Alkoholither um. Aus 
diesem Losungsmittel scheidet sich der Benzoeester in Gestalt 
rechteckiger Tiifelchen aus. In Alkohol ist die Verbindung sehr 
schwer ldslich. Der Schmelzpunkt wurde zu 128° bestimmt. 
Die Schmelze zeigte kein Farbenspiel beim Erkalten. 
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Bei der Verbrennung gab der Ester folgende Zahlen: 
1. O492 ¢ Substanz lieferten 
0.1422 » HO 

0.4300 » CO, 

0.1370 » H,O 

Gefunden == 81,68°%0, H == 10,59°%/o 
H.: © $2,41°0, H = 10,69°%o 
Berechnet fiir © = 82.10%, H == 948% 


I]. O1425 » 


Kinwirkung von brom auf das Spongosterin., 


Das Cholesterin enthilt eine Doppelbindung, wie namentlich 
aus seinem Verhalten gegen Brom folgt. Es bildet damit elatt 
ein Dibromid. Das Spongosterin weicht in dieser Hinsicht vom 
Cholesterin ab. 

Libt man zu einer Schwefelkohlenstoffl6sung von getrock- 
netem Spongosterin eine Losung von Brom in Schwefelkohlen- 
stoff tropfen, so wird jeder einfallende Tropfen rasch entfiarbt. 
(Gcegen Ende der Reaktion geht die Entfarbun 
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doch ist wiihrend der ganzen Zeit keine Bromwasserstoffentwick- 
lung zu beobachten. Nur wenn ein Bromiiberschuf linger ein- 
wirkt. sieht man schwache Nebel aufsteigen. Trotzdem also der 
Vorgang auf eme Bromanlagerung schlieben labt, stimmen die 
Analysen auf nichts weniger als ein Bromadditionsprodukt. 
Wird die Schwefelkohlenstoffl6sung, welche eine bleibende 
Bromfiirbung angenommen hat, abgedunstet, so hinterbleibt ein 
stark rotbraun gefiirbter Riiekstand, der aus verdiiuntem Alkohol 
umkristallisiert wurde. Vollige Entfarbung lieb sich manchmal 
nur nach Behandlung mit Tierkohle erreichen. erhiilt 
mikroskopisch kleine, rein weibe, Blittchen, die scharf bel 
130° schmelzen. Ich habe die Darstellung dieser Verbindung 
mehrfach wiederholt und stets denselben Korper, von derselben 
Kristallform und demselben scharfen Schmelzpunkt erhalten. 
Der Bromgehalt dieses Produktes ist auffallend niedrig. 
Kin Dibromspongosterin von der Zusammensetzung C,H, ,OBr, 
mubte 37.56°9 Br enthalten. Die erste nach Carius aus- 
gefiihrte Brombestimmung des Korpers lieferte 6,89°/o Br. Da 
mir bei dieser Analyse nur sehr wenig Substanz zur Verfigung 
stand und das Rohr vor der volligen Zersetzung der Verbindung 
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gedffnet worden war, so kann ich nicht fiir absolute Genauig- 
keit cimstehen. Ich fiihre die Analyse nur an, um zu zeigen, 
dab der Bromgehalt sehr miedrig: ist. 
Ks wurden angewandt: 0,2308 g Substanz. 
Gefunden: 0.0374 » AgBr = O,0O159 Br. 6.89 °o Br. 

Kine andere Elementaranalyse der von neuem dargestellten 
Verbindung leferte foleende Werte: 

0.2688 ¢g Substanz gaben 0,0620 ¢ AgBr 0.0264 ¢ Br. 
Gefunden 7 9.82% Br. 

0.1066 Substanz gaben 0.2952 ¢ CO,, O1120 ¢ H,O. 

Gefunden: = 75,72%o, H 11,67%. 

Man sieht, dai auch die Werte fiir Kohlenstoff und 
Wasserstoff den sehr niederen Bromgehalt) der Verbindung 
bestiitigen. die Méglichkeit, dai wihrend der Bromierung 
des Spongosterins als Nebenreaktion eventuell eine Bromwasser- 
stoffabspaltung eintrete,!) findet sich kein Anhalt; ja es ware 
selbst in diesem Falle der Bromgehalt) noch zu niedrig. Die 
Verbindung ist tiberdies sehr bestindig. Die niichste Erklarung, 
welche die vorhandenen Tatsachen zulassen, konnte man viel- 
leicht in emer neben der Addition verlaufenden Kondensation 
mehrerer Molekiile sehen. Jedoch spricht dagegen wieder die 
Bestimmung des Molekulargewichts. 

O1016 g Substanz bewirkten in 28 g Naphtalin eine Depression 
von 0,063 

Das Molekulargewicht berechnet sich daraus zu 403. 

Neue Untersuchungen, die aus Materialmangel einstweilen 
abgebrochen wurden, miissen hier weitere Aufklirung bringen. 
Immerhin scheint mir schon jetzt das Spongosterin als eine bisher 
unbekannte Verbindung des tierischen Organismus charakteri- 
siert zu sein, 

Es wurde bereits eingangs (S. 112) angedeutet, dab es 
auf dem Wege zur Gewinnung des Spongosterins auch gelingt. 
das Lipochrom von Suberites domuncula in einigermaben reinem 
Zustande abzuscheiden.  [tnfolgedessen glaube ich auch die 
Haltlosigkeit der Behauptung, es bestehe zwischen Spongosterin 
und Lipochrom eine direkte Beziehung, nachweisen zu konnen. 


') Vergleiche die Angabe fiir Cholestol von Liebermann (Bericht 
d. D. Chem. Ges., Bd. 18, 1806). 
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Die acetonhaltigen Mutterlaugen des Spongosterins sind 
durch das Lipochrom tief rotgelb gefiirbt. Man kann nun durch 
fortgesetztes Ausziehen der Verdampfungsriickstiinde eben ge- 
nannter Mutlerlaugen mit kaltem Ather und wiederholtes Stehen- 
lassen zur Auskristallisation dér letzten Anteile des Spongosterins 
so welt kommen, dai dem Lipochrom so gut wie kaum noch 
Spongosterin beigemengt ist. Das Lipochrom{ bleibt beim Ab- 
dunsten des Loésungsmittels schlieblich in’ Form einer” stark 
rotvelbgefiirbten salbenartigen Masse zuriick, die nicht) unan- 
genehm recht. Erwitrmen verschwindet dieser, jedenfalis 
flichtigen Stoffen angehdrende Geruch. Zur Kristallisation war 
das Lipochrom nicht zu bringen., 

Die Losungen des Lipochroms absorbieren griinen 
und blauen Teil des Spektrums auferordentlich stark. Bei 
einigermaben grdberer Dicke der durchlaufenen Sehicht wird 
auch der Anfang des entgegengesetzten Endes des Spektrums, 
also ein Teil des roten Lichtes, ausgelOscht. Bei Einstellung 
seelgneter und einem gewissen Konzentrations- 
grad der Losung labt sich auberdem stets ein deutliches Band 
im gelbroten Teile des Spektrums beobachten, das mit der 
Frauenhoferschen C-Linie zusammenfillt. 

Wie verhilt sich nun das Lipochrom gegen das Sonnen- 
licht Ich habe wiederholt groBere und kleinere Mengen des- 
selben in offenen Schiilchen dem Sonnenlicht ausgesetzt, jedoch 
niemals eine Kristallisation beobachten kéOnnen, die aul eine 
Bildung von Spongosterin hiitte deuten lassen. Die Entfairbung 
des Lipochroms trat ein, wenn auch ziemlich langsam, aber selbst 
nach dem Aufnehmen der griinlich gewordenen Masse in einem 
organischen Solvens lief} sich beim langsamen Abdunsten nicht 
die geringste Kristallisation erzielen, und nebenbei bemerkt, hat 
das Spongosterin auberordentlich groBe Kristallisationstendenz. 
Ich mu deshalb die MoOglichkeit einer Bildung von Spongosterin 
aus Lipochrom verneinen, zum wenigsten auf die Weise, wie 
Kruckenberg und J. Cotte meinen. Ob der lebende Orga- 
nismus diese Umwandlung modglicherweise zustande bringt, 1st 
eine andere Frage. 

Die langsame Entfirbung des Pigments durch das Sonnen- 
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licht scheint offenbar auf einem Oxydationsvorgang zu beruhen. 
Wir wissen, dafi Fette, Harze, besonders Terpentinol, und nach 
neueren Untersuchungen eine grobe Zahl anderer organischer 
Verbindungen durch Belichtung ozonisierende Kigenschaften be- 
kommen und zu Autoxydationen neigen. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, sich das fettéihnliche Lipochrom ganz analog 
verhilt. Die Vermutung, dafi der Knutfirbung oder Zersetzung 
des Lipochroms ein Oxydationsvorgang zugrunde liegt, wird 
durch einige in dieser Hinsicht angestellte Versuche, die ich 
hier kurz anfiihre, an Wahrscheinlichkeit gewinnen. Es wurden 
FlieBpapierstreifen mit einer Atherlésung des Lipochroms ge- 
triinkt. Nach der Verdunstung des LoOsungsmittels wurden die 
vollig mit dem Lipochrom imbibierten Streifen in) Rohrchen 
eingeschmolzen, von denen enthielt: 
Nr. I Luft, 
> Il Sauerstoff, 
Kohtensiiure, 
IV Wasserstoff. 

Die R6hrehen wurden dem direkten Sonnenticht ausgesetzt. 
Nr. Ul und IV sind jetzt, nach 6 Monaten, noch genau so ge- 
firbt wie am Anfange. Jl war in ca. 20 Min. entfiirbt) und 
[hat noch ein wenig des gelbroten Kolorits betbehalten, offenbar 
weil der Luftsauerstoff bald verzehrt war und zur vollkommenen 
Oxydation nicht ausreichte. LoOsungen des Lipochroms in or- 
ganischen Solventien sind auch im Licht sehr bestiindig. Im 
Dunkeln veriindert sich das mit Luft in Beriihrung stehende 
Lipochrom nur sehr allmiihlich. Eine ozonhaltige Atmosphiire 
entfairbt es auch im Dunkeln sehr rasch. Naszierender Wasser- 
stoff aus Natrium in alkoholischer Loésung keine’ Farb- 
ainderung des Lipochroms erkennen. 

Der frische Chloroformauszug von Suberites domuncula 
firbt sich mit konzentrierter Schwefelsiiure deutlich blau, wie 
Cotte auch schon angibt. Diese Farbenreaktion kommt nur 
dem unveriinderten Lipochrom zu. Ist dasselbe im Lichte ent- 
farbt (d. h. es wird schmutzig griinj, so erhiit man mil kon- 
zentrierter Schwefelsiure eine intensiv braunrote Farbung, die 
fast momentan und schon mit sehr kleinen Mengen der Substanz 


- 

9 the 

4 a 

= 

« 

4 
re 

: 


120 M. Henze, 


eintritt. Das gereinigte Spongosterin gibt mit konzentrierter 
Schwefelsiiure nur sehr allméhlich einen schwachen gelbroten 
Farbton, wie das friiher erwahnt wurde. 


Arfhang. 


AnschlieBend an die vorstehende Untersuchung des Spon- 
gosterins lasse ich einige nebenbei gemachte Beobachtungen 
folgen, die einen Beitrag zur chemischen Physiologie von Suberites 
liefern kOnnen. 

I. Die erste Notiz bezieht sich auf die Fette resp. Fett- 
siuren von Suberites. 

Zur Gewinnung des Spongosterins war das durch Alkohol- 
iitherextraktion des Schwammes gewonnene Gemisch von Fetten, 
Olen, Lipochrom und Spongosterin der Behandlung mit Natrium- 
alkoholat unterworfen und daraus schlieBblich durch Zusatz von 
Chlorcalciumlésung ein Niederschlag erzielt worden, der neben 
Spongosterin auch andere fettiihnliche Substanzen mit niederrip 
(ef. S. 111). Diese vorher getrocknete Calciumfiillung war mit 
Aceton erschéopfend extrahiert worden, wobei eine griinschwarz 
cefiirbte Masse hinterblieb. Zur weiteren Untersuchung wurde 
dieselbe jetzt. warmem Wasser gelost und mit Salzsaure 
angesiiuert, wobei sich eine Schicht stark schwarzgriin gefarbter 
und verunreinigter freier Fettsiituren absehied. Durch Zusatz 
von Natronlauge wurden sie in Losung gebracht, zuniéchst das 
freie Alkali durch Einleiten von Kohlensiiure abgesiiltigt und 
dann das Ganze zur Trockene eingedampft. Dem Rtickstand 
entzog ich durch heiben Alkohol die fettsauren Natronsalze. 
Um dieselben von dem anhaftenden griinschwarzen Farbstolfe 
zu befreien, verrieb ich sie nach dem Verjagen des Alkohols 
mit Sand, um sie moglichst fein zu verteilen, und extrahierte 
sie so lange im Soxhlet mit Ather, bis sie nahezu farblos hinter- 
blieben. Sie wurden dann in warmem Alkohol gelést’ und 
durch Zusatz von Bleiacetat in Bleisalze verwandelt, und aber- 
mals zur Trockene verdampft. Beim Auskochen des Trocken- 
riickstandes mit Ather geht ein Teil der Bleisalze in Lésung. 
Aus der Atherlésung kann man durch Zersetzung mit Salzsiiure 
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eine fliissige, nicht erstarrende Siiure abscheiden, die ihrer 
Darstellungsweise nach als Olsiiure anzusprechen sein wiirde. 

Der durch Ather ungelist gebliebene Anteil der Bleisalze 
wurde in heifem Alkohol aufgenommen und durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Das heibe alkoholische Filtrat vom Schwefel- 
blei wurde durch Erwiirmen vom Schwefelwasserstoll befreit 
und mit Soda zur Trockene verdampft. Beim Ansiiuren der 
wisserigen Losung des dabei bleibenden Riickstandes scheidet 
sich ein festwerdendes Siiuregemenge ab. Der unscharfe Schmelz- 
punkt desselben liegt bei ca. 80° Ob in dem Gemenge Pal- 
mitin und Stearinsiiure vorhanden war, vermochte ich nicht 
zu entscheiden. Es gelang mir aber, durch wiederholtes Um- 
kristallisieren aus verdiinntem Alkohol eine Siiure von auffallend 
hohem Schmelzpunkt abzutrennen, die schon aus diesem Grunde 
mit keiner der sonst in Fetten gefundenen Siiuren zu vergleichen 
sein diirfte. Sie schmolz bei ca. 110° Ob sie schon als chemisch 
rein zu betrachten war, kann ich nicht mit Sicherheit behaupten. 
Um niihere. Untersuchungen damit anzustellen, reichte die zur 
Verfiigung stehende Menge nicht aus. 

Kei der Klementaranalvse lieferten: 

O1414 g Substanz 0.3725 g CO,, O,1482 ¢ 

Bei der Annahme von zwei Atomen Sauerstolf, also einer 
Karboxylgruppe, im Molekiil wiirde sich daraus die Forme! 
berechnen, fiir die der theoretische Gehalt an CG == 72,00°/o, 
H = 12,00°%o betriigt. Die Siiure wiirde demnach in die Reihe 
der Laurinsiiure gehéren, und man diirfte, um sich den hohen 
Schmelzpunkt erkliiren zu kOnnen, an eine Laurinsiure mit 
verzweigter Kohlenstoffkette denken. 

Cotte, der in seiner friiher zitierten Abhandlung auch 
einige Angaben tiber die Fettsiiuren von Suberites macht, fand 
keine festen Situren. Das Vorkommen von Olsiiure wies auch 
er nach. 

i. Die folgenden Bemerkungen beziehen sich auf die 
eigentiimlich widerwirtig riechende, flichtige Verbindung, die 
von Suberites und wahrscheinlich auch von anderen Schwiimmen 
ausveschieden wird. Kruckenberg (vergl. physiol. Studien (2) 
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S. 57) wollte als Ursache des an «Phosphordampf erinnernden » 
Geruches eine Ozonproduktion des Schwammes annehmen. Er 
hat sich aber durch die negativ ausfallenden Versuche von der 
Haltlosigkeit einer solchen Annahme iiberzeugt. Es ist mir nicht 
gelungen, etwas Definitives aber diesen zweifellos organischen, 
fliichtigen Korper auszusagen, immerhin konnen die folgenden 
Notizen vielleicht Anhaltspunkte zu weiteren Untersuchungen 
bilden. 

Wenn man die zerkleinerten frischen Schwiimme mitWasser- 
dampf destilliert, sich die Vorlage mit fast  betiitubend 
rechenden Diimpfen. Das tibergehende Wasser wird durch 
keine Olige Abscheidung getribt. Die Verbindung ist also ent- 
weder darin léslich oder nur in Spuren vorhanden. Da meine 
Vermutungen auf einen merkaptaniihnlichen Korper gerichtet 
waren, so suchte ich mit den zuerst iibergehenden Anteilen 
des Destillates Verbindungen mit Sublimat zu erhalten, doch 
vergebens. 

Kine andere Beobachtung, die ich machte, veranlabte die 
foleende Versuchsanordnung. Eine grobere Menge von Schwiim- 
men wurde in emen grofen Rundkolben gebracht, auf den ein 
Kiihler evesetzt. wurde, von dessen oberer Offnune eine Rohr- 
leitung zundchst zu einer leeren Waschflasche fiihrte, von dieser 
weiter zu einer mit konzentrierter Natronlauge gefiillten, darautf 
zu einer verdiinnte Salzsiiure enthaltenden und endlich zu einem 
mit konzentrierter Schwefelsiiure gefiillten Liebigschen Kali- 
apparat. An letzteren schlob eine Saugpumpe an, mit deren 
Hilfe ein Jangsamer von Kohlensiiure befreiter Luftstrom durch 
den ganzen Apparat gesaugt wurde. Gleichzeitig wurde der 
Rundkolben miifig erwiirmt und nach entsprechender Zeit von 
neuem mit Schwiimmen beschickt. Der Luftstrom fiihrt die 
fliichtige Verbindung mit. Wihrend derselbe nun nach Passieren 
der mit Natronlauge und verdtinnter Salzsiure gefiillten Wasch- 
flaschen noch stark nach der fraglichen Verbindung roch, also 
offenbar nichts an deren Inhalt abgab, so war dies nicht mehr 
der Fall, nachdem er mit der konzentrierten Schwefelsiure in 
Bertihrung gekommen war. Die Verbindung wird also von 
konzentrierter Schwefelsiiure aufgenommen. 
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Durch vorsichtiges Verdiinnen einer solechen Schwefel- 
siiure mit Eiswasser tritt der Geruch der flichtigen Verbinduny 
wieder deutlich auf. Dieses Verhalten brachte mich von neuem 
auf die Vermutung, es mit einem Merkaptan zu tun zu haben, 
da diese Thioalkohole ebenfalls von konzentrierter H,SO, auf- 
genommen werden. Sie werden ferner in dieser LOsung durch 
Permanganat oxydiert und zwar Athylmerkaptan zu Essigsiiure. 
Meine SchwefelséurelOsung wurde durch Permanganat ebenfalls 
oxydiert. Zum wenigsten libt dies schliieben, dal eine orga- 
nische, leicht oxydable Verbindung darin vorhanden ist. Nach 
dem Verdiinnen der mit Permanganatlosung bleibend gefiirbten 
Schwefelséure mit Wasser wurden die bei der Destillation zu- 
erst tbergehenden Tropfen auf Essigsiiure gepriift, jedoch mut 
negativem Resultat. 

Um wenigstens zu entscheiden, ob man es mit einer 
schwefelhaltigen Verbindung zu tun hatte, wurde eine Ab- 
sorption (?) derselben in konzentrierte Schwefelsiure in cinen 
Kolben gebracht, durch den ein Sauerstoffstrom geleitet wurde. 
Nach dem Durchgang durch den Kolben, in dem die Schwefel- 
siiure vorsichtig mit Hilfe eines Tropftrichters durch Kiswasser 
verdiinnt, spiiter aber mabig erwiirmt wurde, passierte der mil 
der fliichtigen Verbindung beladene Sauerstolfstrom eine Wasch- 
flasche mit Natronlauge und eine solche mit Chlorcalciumlésung, 
dann aber ein mit ausgegliihtem Asbest gefiilltes Verbrennungs- 
rohr, das im Ofen erhitzt wurde. Die durch den Sauerstoffstrom 
mit fortgefiihrte fliichtige Verbindung mubte hierin verbrannt 
und der eventuell in ihr enthaltene Schwefel zu Schwefelsiiure 
oxydiert werden, welch letztere in einem dem Verbrennungsrohr 
angefiigten mit Chlorbaryumlésung gefiillten Kaliapparat sichtbar 
gemacht werden konnte. Auch dieser Versuch fie! negativ aus. 

Trotzdem der Geruch der fraglichen Verbindung so intensivy 
ist, kann es sich moglicherweise nur um minimale Mengen 
handeln, die einer Isolierung grofe Schwierigkeiten in’ den 
Weg legen. 

Zum SchluB erwiihne ich noch ganz kurz, dali Suberites 
eine gut wirkende Oxydase (Tyrosinase) enthalt, was inzwischen 
jedoch bereits von Cotte nachgewiesen und publiziert worden tst. 
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Ich habe sowohl mit dem frischen Prebsaft von Suberites 
operiert, als auch mit dem Niederschlag, den der Zusatz vom 
gleichen Volumen 96°/oigen Alkohols zum Prebsaft erzeugte 
und der durch Extraktion mit Ather von Fetten, Lipochrom 
und Spongosterin befreit worden war. Der in Tyrosinlésung 
vebrachte Niederschlag fiirbte dieselbe beim Durchleiten von 
Luft in kurzer Zeit blauschwarz. Ebenso verhielt sich ein 
Glyzerinauszug des Niederschlags. Durch Autkochen wurde die 
Oxyvdasewirkung aufgehoben. 
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Uber makroskopischen Nachweis der Leukocytose. 
Von 


Privatdozent Dr. Carl Hirseh und Dr. Ed. Stadler, 


Assistenten der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Januar 1904.) 


Wir machen am Krankenbett nicht selten die Beobachtung, 
daf eiterhaltiger Harn, wenn er ammoniakalisch wird, einen 
ausgesprochen schleimigen Charakter annimmt. Diese Tatsache 
wurde von Donné zum Nachweis von Eiter im Harn benutzt. 
Versetzt man nach ihm das im Sedimentierglas sich absetzende 
Sediment mit konzentrierter Kalilauge und schiittelt, so ent- 
steht eine hochst viscOse, gummidhniiche Fliissigkeit, 

In neuester Zeit hat Johannes Miiller!) diese Probe in 
praktischer Weise modifiziert. Er benutzt die Eigenschatft der 
Leukocyten, mit Alkalien eine gallertige Masse zu bilden, in 
folgender Weise zum Eiternachweis im Harn: «Zu 5—10 cem 
des zu untersuchenden Harns wird tropfenweise offizinelle Kali- 
lauge gefligt und nach jedem Zusatz die Probe tiichtig ge- 
schiittelt. Unter dem Einflufi der Kalilauge quellen die Eiter- 
kérperchen auf und gehen die erwahnte schleimige Meta- 
morphose ein. Wird nun geschiittelt und das Glischen ruhig 
gehalten, so bemerkt man, dal die Luftblasen durch die 
viscose Fliissigkeft nur langsam aufsteigen kOnnen oder bei 
einigermaben reichlicherem Kitergehalt sogar in der Fluissigkeits- 
siiule stehen bleiben. Mittels dieser Probe laBt sich noch ein 
mit dem Auge kaum wahrnehmbarer Eitergehalt: mit Sicherheit 


Sitzungsbericht der physik.-inedizin. Gesellschaft zu Wirzburg 
vom 11. Juni 1903. 
Miinch. med. Wochenschr., 1903, S. 1360, Nr. 3l. 
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nachweisen. Nach angestellten Zihlungen fallt die 
Reaktion noch bei 1200 Leukoevten im Kubikmilli- 
meter deutlich positiv aus. Zu_ beriicksichtigen ist, daf 
ein Uberschuf von Kalilauge die viscése Fliissigkeit zu einer 
leicht’ beweglichen Fliissigkeit auflist, auch ist die Reaktion 
nicht bestindig. Man mul also gleich nach dem KOH-Zusatz 
schiitteIn und die Luftblasen beobachten. Harne, welche durch 
Vlattenepithelien, Epithelien der Harnwege und Harnkaniilchen, 
sowle Harnzylinder oder Bakterien getriibt sind, geben die 
Reaktion nicht. » 

Durch diese Mitteilung erhielten wir die Anregung, zu 
unlersuchen, ob bet Leukocytose das Blut eine ihnliche 
Reaktion zeige. 

Ks wurde zunichst das Blut eines Leukiimischen (ge- 
mischte Leukamie mit riesigem Milztumor) mit ca. 400000 
Leukocyten im Kubikmillimeter untersucht. 

Wir enthnahmen aus dem Ohrliippchen mittels der Pipette 
des Sahlischen Himoglobinometers 20 emm blut und mischten 
diese Menge mit 5 ccm 0,9°/oiger Kochsalzlésung im Reagensglas. 

Setzlen wir nun tropfenweise Kalilauge zu, so wurde die 
Fliissigkeit deutlich gallertig. Es kam beim Schiitteln zur 
Bildung grofer Luftblasen in der auBerordentlich viscésen 
liissigkeit, die nur sehr langsam aufsteigen. Bei weiterem 
Zusatz von Kalilauge oder bei lingerem Stehenlassen verlor 
sich diese Kigenschaft nur sehr langsam. 

Wir untersuchten daraufhin eine Reihe von Fallen mit 
entztindlicher Leukocytose (20000—40000 Leukocyten im 
Kubikmiilimeter Blut). Auch hier zeigte sich das Phanomen, 
wenn auch schwiicher ausgesprochen und von kiirzerer Dauer. 

Kiner praktischen Verwendung dieser Probe steht aber 
die Tatsache entgegen, dafi auch normales Blut mit 8000 
bis 10000 Leukoeyten im Kubikmillimeter, in gleicher Weise 
mit O.9°/oiger Kochsalzlésung verdiinnt, auf Zusatz von Kali- 
lauge — wenngleich nur sehr fliichtig — einen viscdseren 
Charakter annimmt. 

Diese Beobachtung am gesunden Blut zeigt zugleich, dab 
das Eintreten leichter Gelatinierung auch bei Leukocytenwerten 
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moéglich ist, die weit unter dem von Joh. Miller angegebenen 
Grenzwert liegen.?) 

Hohe Leukocytenwerte freilich, wie wir sie bei der 
Leukiimie finden, werden durch den Grad der nach Kalilauge- 
zusatz auftretenden Viscositit leicht makroskopisch festzustellen 
sein. Hierbei ist die Gelatinierung eine enorme. Auch zeigt 
sich zwischen den verschiedenen Formen der Leukiimie (lympha- 
tische oder gemischte Leukimie) kein prinzipieller Unterschied 
hinsichtlich des Ausfalles der Reaktion. 

Was die theoretische Seite dieser Beobachtungen betrifft, 
so ist sie vorerst die interessantere: wir wissen vornehmlich 
durch die Untersuchungen von Kossel, dai bei der Kern- 
losung der Leukocyten das Nucleoproteid durch Kalilauge in 
Alkalialbumin und nucleinsaures Natron zerlegt wird. 

Das nucleinsaure Natron aus Leukocytenkernen quillt) zu 
einer Gallerte. Durch weiteren Zusatz von Alkali oder durch 
Kochen entsteht dann die Nucleinsiiure B, die nicht) mehr 
gelatiniert. *) 

Hierdurch finden also vorerst das Auftreten wie das Ver- 
schwinden der beschriebenen Reaktion thre Erkliirung.  Be- 
merkenswert ist, dafi schon eine verhiltnismabig so geringe 
Anzahl von Leukocyten das Auftreten der Reaktion (die 
(relatinierung) bedingt. 


') Wir fanden Andeutung von Gelatinierung schon bei ca. 160 
Leukocyten im Kubikmillimeter Verdiinnungsflissigkeit. 
*) cf. Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, 5. 197 ff. 
H. Plenge, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 8. 190 (1903). 
S. Kostytschew, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 8. 545 (1903), 
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Uber den Acetongehalt der Organe an Coma diabeticum Ver- 
storbener nebst Beitragen zur Theorie des Acetonstoffwechsels. 


Von 
Dr. med. H. Chr. Geelmuyden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Christiania). 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1904.) 


Vor mehreren Jahren machte ich einige Versuche, den 
Acetongehalt des Blutes in verschiedenen Geféibbezirken be! 
phloridzinvergifteten’ Hunden zu bestimmen, in der Hoffnung, in 
dieser Weise den Ursprungsort des Acetons ausfindig machen 
zu kOnnen. Die Resultate entsprachen aber meiner Erwartung 
nicht, und die Versuche wurden deshalb bald wieder aufge- 
geben. Es wurden trotz reichlicher Zucker- und Acetonaus- 
secheidung im Harn der hungernden und vergifteten Tiere im 
Blut aus Arterien und Venen nur kleine und unregelmiibig 
schwankende Mengen von Aceton gefunden. Bei normalen 
Hungertieren enthielt’ arterielles und vendses Blut von bis 
24 mg. Aceton (d. h. jodbindende Substanz nach Messinger- 
Huppert bestimmt) in LOO com. Bei den phloridzinvergifteten 
Tieren fand ich einmal 11 mg. in 100 cem Blut aus der art. 
carotis, 23 mg. in der vena jugularis und 15 mg. in der rechten 
Herzkammer. Ein anderes Mal fand ich 4 mg. in der. art. 
femoralis, 3 mg. in der vena femoralis und 13 mg. in der vena 
cava superior, ein drittes Mal 7 mg. in der art. femoralis, vena 
femoralis und vena jugularis und 8 mg. in der vy. cava superior. 
Aus diesen Zahlen scheint mir nichts tiber den Ursprung des 
Acetons urteilen lassen zu konnen. 

Spiiter habe ich die Frage nach Bildungs-_ resp. 
Zersetzungsorte der Acetonkérper in anderer Weise anzugreifen 
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gesucht, indem ich in Organen von im Coma gestorbenen Dia- 
betikern das Aceton, d. h. die jodbindende Substanz, durch 
Destillation isolierte und in gewohnlicher Weise titrimetrisch 
durch Jodlosung bestimmte. 

Die bei der Sektion ausgeschnittenen Organe wurden in 
der Fleischmaschine zerkleinert, danach ca. 50 in einem 
Kolben abgewogen, etwas verdiinnte Schwefelsiiure, ca. 500 cem 
Wasser und, um das Schiitumen, welches namentlich bei der 
Destillation von Blut liistig sein kann, zu verhindern, etwas 
Tannin zugesetzt. Das Schiitumen st6rt auch weniger, wenn 
die Destillation in einem grofen, 3 | fassenden Kolben vorge- 
nommen wird. Ubrigens scheinen die Analysenresultate kaum 
durch Ubergang von wenig eiweifhaltizem Schaum in die Vor- 
lage beeinflubt zu werden. 

Mit Ausnahme von Patient bei dem = von Herrn 
Dr. med. Frohlich ausgedehnte Harnanalysen und Stoffwechsel- 
versuche ausgefiihrt wurden, und bei dem auch grofe Mengen 
Acetonkorper im Harn gefunden wurden, ist fast nichts tiber 
solche Korper im Harn der iibrigen Patienten, wahrend sie 
noch lebten, berichtet. Zwei von denselben (Il und I) starben 


nur zwei Tage nach dem Eintritt in das Hospital — Reichs- 
hospital in Christiania —. Sie starben alle in Coma. Die 


sektion ist 12 bis 24 Stunden nach dem Tode ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse der Analysen erfolgen hier in tabellarischer 
Form. 
Patient R. A., 14jiihriger Knabe. 7 12. 3. 1901. 
Leber enthalten 15.1 ) 
6.0 f 
» Muskel 18.2 >» 
100 » Niere > 19.1 » 
Patient Il. M. A.. Kindermiidchen, 20 Jahre alt. Eimtritt 
ins Hospital 27. 3., 7 28. 3., seziert 29. 3. 1902. 


100 ¢ Herzmuskel enthalten 16.8 mg Aceton 


9.6 me Aceton 


100 » Leber DR >» 
100 » Lunge > 28.8 » 
100 » Niere > 28.8 >» > 
» Milz 22,5 » 
100 » Leber » 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 9 


“ 

iy 

q 

4 
4 
3 

44 

~ 

i 

= 


130 


Die Analysen der Organe wurden im Laufe von mehreren 
Die 


H. Chr. Geelmuyden, 


Tagen und in der angefiihrten Reihenfolge ausgefiihrt. 


Destillate mit Ausnahme von dem der Leber gaben bei der 
Titrierung einen nicht unerheblichen Niederschlag von Jodoform. 

Auch das Gehirn wurde untersucht. Dessen Destillat gab 
Jodoformreaktion, band aber eine sehr grobe Menge Jod, mul; 
also auBber dem Aceton noch andere jodbindende Substanzen 


enthalten haben. 
-atient IIL. 
7 19. 6., seziert 20. 6. 1903. 


20. 6. 


21. 6. 


26. 6. 


2 


Auch in diesem Fall gaben die Destillate mit Ausnahme von 
dem der Leber bei Zusatz von Jod und Alkali Jodoformreaktion. 
K. O., Frau, 48 Jahre alt. 


Patient | 
7 9. 7., sentert 


10. 7. 


12.7 


Jodoformreaktion aller Destillate 
Leber. Bet diesem Fall fand sich bei der Sektion in der Blase 


') Aus der rechten Herzhiiltte. 


100 
100 
LOO 
100 


100 


LOO 


LOO 


L100 
100 
100 


100 


g 


>» 


» 


100. » 


» 


Blut 
Leber 
Niere 
Muskel 
Lunge 
Pankreas 
Herz 
Milz 
Gehirn 
Niere 
Blut 
Muskel 


100 » Gehirn 


V. 


100 
100 
100 
100 
100 
LOO 
100 
100 
100 
100 


» 
» 
» 
» 
» 
» 
» 
» 


» 


1902. 
Harn 
Blut!) 
Leber 
Niere 
Muskel 
Milz 
Gehirn 
Pankreas 
Lunge 
Herz 


» 


» 


» 


» 


» 


» 


» 


11,4 
65,4 
30,3 
39.8 
29.0) 
21,1 
34,7 


28.3 
72,9 
13.3 
41.2 


54.3 


L. H., Frau, 48 Jahre alt. 


» 


» 


» 


> 


» 


> 


>» 


Eintritt 13. 


enthalten 67,4 mg Aceton 


» 


» 
» 


> 


Kintritt 21. 


enthalten LO8,1 mg Aceton 


» 


» 


b., 


, 


mit Ausnahme des der 
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Harn, welcher gesammelt und analysiert wurde. Der Harn 
enthielt doppelt soviel Aceton wie das Blut. 

Zum Vergleich wurden Organe eines 31 jahrigen Miidchens 
untersucht, welches den Folgen eines Herzklappenfehlers erlag. 
Sie kam ins Spital wegen schwerer Symptome der Herzschwiiche 
und Bronchitis, gravid in dem achten Monat. Der Tod trat 
nach 24 Stunden ein. In den letzten 12 Stunden ihres Lebens 
genoh sie ungefiihr Milch und 3/2 | Gerstenschleim. 

Die Autopsie ergab: Mitralstenose mit Arbeitshypertrophie 
des Herzens, Blutstauung in den Organen und Bronchopneu- 
monie. Die Blase enthielt keinen Harn. 

Eintritt 10. 12., 7 11. 12., Sektion 12. 12. 1902. 


"9 
12.12. 100 g Blut enthalten 4,3. mg Aceton 
100 » Leber 0,74 » > 
13.12. 100 » Blut » > 
100 » Muskel > 3.7 » > 
100 » Niere > 291) >» > 
100 » Gehirn > 2.91) » > 
15.12. 100 » MNiere > 24 » > 
100 » Gehirn 40 » > 


Vou den Organdestillaten gab keines bei Zusatz von Jod- 
losung und Alkali Jodoformniederschilag. 

In Anbetracht des Befundes im Faile Il, dab das Gehirn- 
destillat augenscheinlich viel grébere Mengen Jod band, als 
dem darin gebildeten Jodoform entsprechen konnte, diirfen 
die durch die Messinger-Huppertsche Titrierung erhaltenen 
Zahlen nicht ohne weiteres als genaue Ausdriicke fiir den Ge- 
halt der Organe an Aceton angesehen werden, obwohl alle 
Destillate, selbst diejenigen, in welchen kein Jodoform entstand, 
Aceton enthalten haben miissen. Hat doch v. Jaksch?) aus 
Geweben und Blut von Nichtdiabetikern Aceton dargestellt und 
identifiziert. Dab sich in einigen von meinen Destillaten und 
zwar meistens in denen, welche die kleinsten titrimetrischen 
Werte gaben, kein Jodoform bildete, riihrt offenbar daher, dab 
alle meine Destillate ziemlich voluminéds — 800—400 ecm — 


') Mittelzahlen. Wegen eines Fehlers bei der Ablesung einer Burette 
muften die Analysen der Niere und des Gehirns zusammengerechnet werden 
*) v. Jaksch, Uber Acetonurie und Diaceturie. Berlin L885. 3. 47. 
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waren, und dafi der Jodoformniederschlag bei grofer Verdiinnung 
des Acetons lange auf sich warten lassen kann. 

Ks darf also nicht jedem = numerischen Unterschied der 
Analysenresultate eine Bedeutung zugelegt werden. Nur die- 
jenigen Unterschiede, welche sich durch besondere Umstiinde 
hervorheben, z. B. durch regelmiibiges Wiederkehren und durch 
Grobe oder durch Eintritt resp. Ausbleiben der Jodoformreaktion, 
scheinen mir bemerkenswert und eine Deutung als Unterschiede 
im Gehalte der Organe selbst an Aceton oder Acetessigsiiure 
zuzulassen. Aus diesen Gesichtspunkten betrachtet, lassen sich 
die Befunde in folgende Sitze einordnen: 

Die Organe der Diabetiker enthaliten viel mehr 
Aceton als die entsprechenden Organe von nicht dia- 
betischen Menschen. 

Sowohl bei den Diabetikern als bei nicht diabe- 
tischen Menschen enthiilt die Leber viel weniger Ace- 
ton als die tibrigen Organe. 

Der Harn kann bei Diabetikern viel mehr Aceton 
enthalten als das Blut desselben Individuums., 

Wieviel man nun aus den hier mitgeteilten Befunden in 
bezug auf Bildung resp. Vernichtung von Acetonkorpern in 
Organen von Diabetikern und Nichtdiabetikern schheben darf, 
und welche stoffwechselphysiologische Bedeutung ihnen tiber- 
haupt zugelegt werden soll, hingt natiirlich erster Reihe 
von den Vorstellungen ab, welche man sich vom Chemismus 
des intermediiiren Stoffwechsels und im besondern des Aceton- 
stoffwechsels bildet. Ich werde deshalb die Anschauungen iiber 
den Acetonstoffwechsel, welche sich’ mir im Laufe der Zeit 
mehr und mehr aufgedriinet haben, auseiandersetzen und soweil 
moglich begriinden und unterdessen an passender Stelle die 
Diskussion der eben mitgeteilten Befunde einschieben. Nur 
so viel modchte ich vorkiufig bemerken, die von Wald- 
vogel!) ausgesprochene Meinung, «dab die bBildungsstitte der 
Acetonkorper nicht in einem bestimmten Organe gesucht werden 
darf), durch meine Befunde eine gute Stiitze finden, 


') Waldvogel, Die Acetonkérper. Stuttgart L905. 8. 67, 
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Bei Uberlegungen iiber die Herkunft pathologiseher Ex- 
kreuonsprodukte, welche dem intermediiiren Stoffwechsel  ent- 
stammen, tut man gut, sich von vornherein folgende drei Még- 
lichkeiten vor die Augen zu halten. 

kntweder bilden sich die fraglichen Substanzen 
nicht im gesunden Organismus. Wenn sie in den Exkreten 
auftreten, sO muissen sie also infolge einer qualitativen Ver- 
inderung, einer Perversitiit des Stoffwechsels, ent- 
standen sein. 

Oder sie werden im gesunden Korper gebildet 
und zwar: 

entweder nur in geringen Mengen. Wenn sie dann in 
den Exkreten in groferer Menge vorkommen, so geschicht dies 
infolge einer Anschwellung eines physiologischen Pro- 
zesses, gewOhnlich einer «vermehrten Bildung» genannt 

oder auch in groberen Mengen, um mehr weniger 
vollstiindig wieder in andere Substanzen umgesetzt 
zu werden. thre Erscheinung in den Exkreten wird dann eine 
Einschriinkung oder einen Ausfall dieser Umsetzung bedeuten. 
In diesem Faile wiirde man wohl gewohnlich von einer Ent- 
stehung durch «verminderte Oxydation» reden. Ich ziehe vor, den 
Ausdruck verminderte Umsetzung zu benutzen, da man ja ge- 
wohnlich von vornherein nicht wissen kann, ob der ausgetallene 
oder eingeschrinkte Stoffwechselprozeb eben ein oxydativer ist. 

Was nun die Acetonkérper anbelangt, so werde ich im 
folgenden von der Voraussetzung ausgehen, dafi sie der letzten 
Kategorie gehoren. Eins von ihnen, das Aceton, kommt in kleinen 
Mengen in den Geweben und Exkreten vor. Sie sind also héchst 
wahrscheinlich physiologische Stoffwechselprodukte und nicht 
durch eine qualitative Veranderung des Stoffwechsels entstanden. 

Andererseits scheint es mir kaum moglich, auf der An- 
nahme einer vermehrten Bildung eine stoffwechselchemische 
Theorie tiber ihre Enstehung zu bauen, in welche sich alle 
Tatsachen zwanglos einreihen lieben. An die bekannten Wir- 
kungen der Kohlehydrate und des Fettes auf die Acetonkorper- 
ausscheidung lieben sich z. B. kaum konkrete Vorstellungen 
von chemischen Vorgiingen ankniipfen, ohne luftige und weit- 
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schweifige Hypothesen zu Hilfe zu rufen. Schon aus diesem 
Grunde werde ich auf die weitere Verfolgung eines auf der 
Annahme einer vermehrten Bildung fubenden Gedankenganges 
verzichten, 

Anders mit der letztgefannten Moglichkeit. Wir werden 
sehen, dai, obwohl sich auf der Annahme eines verminderten 
Umsatzes von im voraus gebildeten Acetonkorpern zur Zeit 
noch keine vollstiindige Theorie des Acetonstoffwechsels bauen 
laibt, sich doch eine Mehrheit der die Acetonurie betreffenden 
Tatsachen in ein ganz zwangloses Kausalitiitsverhiiltnis zu einan- 
der bringen 

Die Annahme, dafi im intermediiiren Stoffwechsel beim 
gesunden, normal ernahrten Menschen Acetonkérper nicht 
unerheblichen Mengen entstehen, ist auch schon an und fiir 
sich durch experimentell gewonnene Tatsachen gestiitzt, namlich 
die, dal der Korper Acetessigsaure und B-Oxybuttersiiure bei 
gemischter Erniithrung schnell und fast vollstiindig umgesetzt 
werden, wenn man sie in denselben einverleibt. so dab die 
Kxkrete nichts oder nur kleine Bruchteile von ihnen enthalten. 
Betreffs der Acetessigsiure ist dies von Schwartz!) und mir?) 
und betreffs der Oxybuttersaure von Schwartz!) und Wald- 
vogel*®) nachgewiesen. Zwar glaubt Schwartz aus seinen 
Versuchen mit der letztgenannten Siiure schlieben zu miissen, 
dafi der Korper nur zu einem gewissen Grade dieselbe zu ver- 
nichten imstande ist. Dies ist allerdings nach seinen Versuchen 
richtig. Kin 3,2 kg schwerer Hund bekam 12 g oxybuttersaures 
Natron und schied ungefiihr 2,1 g davon wieder aus. 12 ¢ d.h. 
3.73 pro Koérperkilo, ist aber eine auSerordentlich grofhe Gabe, 
namentlich wenn man sich erinnert, dai} Magnus-Levy?) bei 
an Coma diabeticum gestorbenen Menschen mit groher Aceton- 

4) Schwartz, Uber die Oxydation des Acetons und homologer 
Ketone der Fettsiiurereihe. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XL, 
S. 185—&6, 1898. 

*) Geelmuyden, Untersuchungen iiber Acetonkérper. Scand. 
Archiv fiir Physiologie, Bd. XI, 5. 114—15. 1900. 

Waldvogel, Die Acetonkérper. 8S. 236. 

4) Magnus-Levy,. Die Oxybuttersiiure und ihre Beziehungen zum 
Coma diabeticum. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLII, S. 149. 
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korperausscheidung auch nur ein paar Gramm pro Kilogramm 
in den Geweben bestimmte. Der Kérper von dem Versuchstiere 
Schwartzs ist also in solehem Mabe mit Oxybuttersiiure tiber- 
schwemmt gewesen, dali es geradezu verwundern dab 
nicht weniger als 82,5°,o der auf cinmal einverleibten Siure 
umgesetzt wurde. Derselbe Hund schien auberdem in einem 
anderen Versuche 8 g d.h. 2,5 pro Korperkilo fast vollstindig 
umzusetzen. In keinem der beiden Versuche enthielt’ der Harn 
weder Aceton noch Acetessigséure. 

Das Aceton wird dagegen nur teilweise umgesetzt, selbst 
wenn es in nur kleinen Mengen in den Korper einverleibt wird 
(Schwartz,') Geelmuvden,?) Miller.’) Daraus ist mit grober 
Wahrscheinlichkeit zu schlieben, dai das Aceton nicht in 
demselben Sinne wie diezweiSduren ein intermediares 
Stoffwechselprodukt ist. Es scheint mir tiberaus wahr- 
scheinlich, dab das Aceton nur sozusagen zufiillig, jedenfalls 
durch Einfliisse, die wir nicht kennen, durch Spaltung von Acet- 
essigsiure entsteht, wenn diese im Koérper im freien Zustande 
zugegen ist, daf aber im normalen Organismus die Acetessigsiiure 
und die Oxybuttersiiure sogleich nach ihrer Bildung fast vollstandig 
umgesetzt werden, ehe es zu einer Acetonbildung kommen kann. 

Wir wollen also bei unseren kiinftigen Uberlegungen daran 
festhalten, dah die Oxybuttersiiure und die Acetessig- 
siiure intermediiire Stoffwechselprodukte sind, welche 
im Korper in ziemlicher Menge gebildet, um bei nor- 
maler Ernihrung und Stoffwechsel wieder in andere 
umgesetzt zu werden. 

Von allen die Acetonurie betreffenden Tatsachen erscheint 
mir das von Rosenfeld*) und Hirschfeld®) entdeckte Ver- 
hiltnis zwischen Kohlehydratumsatz und Acetonurie 

') Schwartz, |. ¢. 

*) Geelmuyden, Uber Accton als Stoffwechselprodukt. These 
Zeitschr., Bd. XXII, 431, 1897. 

*) Miiller, Sitzungsber. d. phys. med. Ges. Wiirzburg 1898, 5, 2—6. 

4) Rosenfeld, Grundgesetze der Acetonurie und ihre Behandlung. 
Zentralbl. f. innere Medizin. 1895, Nr. 51. 

») Hirschfeld, Beobachtungen iiber die Acetonurie und tiber das 
Coma diabetibum. Zeitschr. f. klin. Medizin, Bd. XXVIU, S. 176, 1895. 
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die iibrigen an Wichtigkeit weit zu tberragen. Auf diese Tat- 
sache soll deshalb hier vor allen anderen eine mit der genannten 
Voraussetzung tbereinstimmende Erklirung gesucht) werden. 
Bekanntlich entsteht eine Acetonkorperausscheidung beim Men- 
schen, wenn Kohlehydrate wn Korper nicht umgesetzt werden, 
entweder weil sie in der Nahrung fehlen, oder weil sie vom 
Korper wie im Diabetes nicht umgesetzt werden kOnnen. Und 
zwar scheint die Acctonurie im groben und ganzen zuzu- 
nehmen, je mehr der Kohlehydratumsatz eingeschriinkt — ist. 
Ihren Gipfel erreicht) sie deshalb beim schwersten Diabetes. 
Kbenfalls haben die Kohlehydrate ein besonderes Vermoégen, 
eine Acetonurie zum Verschwinden zu bringen, wenn sie nach 
vorheriger Ausschalttung wieder an dem Stolfwechsel teiinehmen, 
sowohl beim gesunden Menschen wie beim Diabetiker, insofern 
derselbe noch Kohlehydrate umzusetzen vermag. 

Wir wollen nun die Voraussetzung machen, dab die 
Kohlehvdratinanition die einzige wirkliche Ursache 
der Acetonurie sei, und vorléufig an dieser Voraussetzuug 
festhalten, ohne Riicksicht auf emige Tatsachen, welche derselben 
anscheinend widersprechen., 

Wir wissen aus den Untersuchungen tiber Diabetes, dab 
bei hochgradiger Einschriinkung des Kohlehydratumsatzes bis 
mehrere hundertGramm von Acetonkorpern tiglich ausgeschieden 
werden kOnnen. Andererseits wissen wir, dab die Nahrung 
bei Gesunden eine nicht unbetriichtliche Menge von Kohlehydraten 
— bis 150¢ — enthalten mub, um eine bestehende Acetonurie 
zum Schwinden zu bringen (Hirsehteld,!) Geelmuyden.?) 
Es sind also ganz betriichtliche Mengen von Kohlehydraten und 
Acetonkérpern, welche im Stoffwechsel auf einander einwirken. 
In Anbetracht dessen schien mir immer die ohne Vergleich 
niichstliegende Erklirung der Kohlehydratwirkung die zu sein, 
sich Kohlehydrate und Acetonkorper im inter- 
mediiiren Stoffwechsel mit einander durch eine Syn- 
these verbinden, welche fiir die weitere Umsetzung 
der Acetonkérper notwendig ist, und deren Ausfall 


2) Diese Zeitschr.. Bd. XXII S. 469. 
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oder Einschrainkung folglich eine Anhiiufung mit da- 
rauf folgender Ausscheidung von Acetonkorpern be- 
dingen mub. 

Diese beim ersten Augenblick vielleicht etwas kithn vor- 
kommende Hypothese wird hoffentlich weniger befremdend er- 
scheinen, wenn wir uns erinnern, dafi die WKohlehydrate im 
Stoffwechsel sowohl von Pflanzen wie von Tieren in besonderer 
Ausdehnung bei synthetischen Vorgingen beteiligt sein 
scheinen. In der Pflanze finden wir sie als Glykoside und als 
allerlei von Monosaechariden synthetisch gebildete komplexe 
Kohlehydrate, ferner werden die Eiweibkérper in der Ptlanze 
durch Synthese von Kohlehydraten mit einfachen stickstoffhaltigen 
Substanzen gebildet. Im Tierreich finden wir die Whohtehydrate 
zu Glykogen kondensiert und als Bestandteil von einfachen und 
zusammengesctzten kiweibkérpern, welche ohne allen Zweitel 
im TierkoOrper selbst) gebildet werden.  Besonders méchte ich 
aber in dieser Verbindung auf die Paarung verschiedener Sub- 
stanzen mit Glykuronsiure hinweisen. Diese Siture wird ge- 
wohnlich, und wohl mit Recht, als ein intermediiires Stolfwechsel- 
produkt angesehen, welches durch Paarung mit gewissen, vom 
Organismus schwer verbrennlichen Substanzen vor der weiteren 
Umsetzung geschiitzt und deshalb als gepaarte Verbindung im 
Harn oder in der Galle ausgeschieden wird. Nach neueren 
Untersuchungen, namentlich denen Neubauers,!) scheint eine 
ganz grofbe Reihe von verschiedenen auch wenig oder nicht 
giftigen Kérpern, unter anderen Ketone der Fettreihe, Gegen- 
stand einer solchen Paarung zu werden, wenn sie in den Kérper 
einverleibt werden. Es scheint mir deshalb nicht zu viel gewagt, 
wenn ich in diesen Erfahrungen einen im Kérper auch bei 
normaler Erniihrung und Stoffweechsel vor sich eehenden Prozels 
erblicke, welcher nur deshalb nicht durch Ausscheidung erdferer 
Mengen von Glykuronsiiurepaarlingen in die Exkrete zum Vor- 
schein kommt, weil die gepaarten Verbindungen vollstiindig oder 
fast vollstiindig — der normale Harn enthiilt ja héchst wahr- 
scheinlich kleine Mengen von Glykuronsiiureverbindungen 
weiteren Umsetzungen unterliegen. 


') Neubauer, Uber Glykuronsiiurepaarung bei Stoffen der Fett- 
reihe, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLIV, 8. 133, 1901. 
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Ob nun die Glykuronsiture im Stoffwechsel wirklich durch 
Oxydation von Kohlehydraten gebildet wird, oder ob sie aus 
anderen Quellen, z. B. aus Kiweibkorpern, herrtihrt, dariiber 
herrscht bis jetzt unter den Autoren’ einige Unsicherheit. 
Schmiedeberg und Meyer?!) hielten die Saure ftir ein Oxy- 
dationsprodukt der Glukose, Spiiter erhielt Schmiedeberg?) 
bei Spaltung der Chondroitinschwefelsiure eine Saure, welche 
er als Glykuronsiiure und als médgliche Komponente bei den 
Paarungen ansah. Thierfelder®) fand bei seinen Versuchen 
mit durch Hunger glykogenfrei gemachten Tieren, dab sie noch 
nach Gaben von Chloralhydrat und Dimethylkarbinol gepaarte 
Glykuronsiiure ausscheiden, und Loewi*) konnte durch Fiitterung 
von maximal phloridzinvergifteten Tieren mit Kampfer erheb- 
liche Glykuronsiiurepaarung erzielen, ohne da die Ausscheidung 
des Traubenzuckers absank. Diese Autoren meinen deshalb, 
dab die Glykuronsiure nicht aus Traubenzucker herstammen kann. 

Die Versuche Thierfelders und Loe wis lassen sich aber 
unzweifelhaft auch so deuten, dab die Siitugetiere selbst bei so 
erober Kohlehydratarmut, wie sie durch Phloridzin und Hunger 
hervorgerufen wird, noch imstande sind, Kohlehydrate in er- 
heblichen Mengen zu bilden. Wenn man sich auberdem erinnert, 
daf die Zuckerausscheidung bei Phloridzindiabetes auf einer 
Nierenaffektion beruht und gerade durch diese bestimmt wird, 
namentlich wenn die Vergiftung, wie bei Loewis Versuchen, 
hochgradig ist, dagegen kaum durch Veriinderungen im inter- 
mediiiren Stoffwechsel, so scheinen mir die Versuche Loewis 
nichts, weder fiir noch gegen eine Glykuronsiiurebildung aus 
Kohlehydraten zu beweisen. 

Viel schwerer als die Versuche Thierfelders undLoewis, 

') Schmiedeberg und Meyer, Uber Stoffwechselprodukte nach 
Kampferfiitterung. Diese Zeitschr., Bd, Ill, 5. 422, 1879. 

2) Schmiedeberg, Uber die chemische Zusammensetzung des 
Knorpels. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXVIII, 5. 355, 1891. 

Thierfelder, Uber die Bildung der Glykuronsiure beim Hunger- 
tier. Diese Zeitschr., Bd. X, S. 163, 1886. 

4) Loewi, Uber den Einfluf&§ des Kampfers auf die Gréfe der 
Zuckerausscheidung in Phloridzindiabetes. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 
Bd. XLVI, S. 56, 1902. 
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entgegen einer Glykuronsaurebildung aus Zucker, scheint: mir 
eine Beobachtung Hildebrandts zugunsten einer solchen zu 
sprechen. 

Hildebrandt?) teilt in seinen Versuchen tiber Thymotinpi- 
peridid, einer basischen Verbindung, welche im Kaninchenkoérper 
Glykuronsiiurepaarung eingeht, folgendes mit: «Wenn ich eine 
halbe Stunde vor der Darreichung der Base einem mittelgroben 
Kaninehen 20 ¢ Traubenzucker eingab, zeigte die sonst absolut 
sicher todliche Dosis der Basis keinerlei toxische Wirkung. » 
Ahnliche Wirkungen hatten Rohrzucker und Maltose, geringere 
Liivulose. Unwirksam waren Milchzucker, Galaktose, Dextrin 
und Mannit. Wir haben ja hier ein schlagendes Analogon zu 
der Wirkung der Kohlehydrate gegeniiber Acetonkérpern. Auch 
diese kénnen ja, wenn sie im Korper in grofer Menge auf- 
treten, infolge ihrer sauren Eigenschaften, giftige Wirkungen 
entfalten und durch Kohlehydrate <entgiftet» werden, solange 
der Korper noch das Vermogen besitzt, Kohlehydrate umzusetzen. 

Ob nun die AcetonkOrper im intermediiiren Stoffwechsel 
einer Paarung mit vorgebildeter Glykuronsiiure oder mit anderen 
Kohlehydraten oder Derivaten von solchen, welche vielleicht 
nachher zu Glykuronsiiure oxydiert werden, oder wie tiber- 
haupt die weiteren Umsetzungen nach einer eventuellen Paarung 
verlaufen, dies entzieht sich natiirlich jeder weiteren Diskussion, 
ist aber auch fiir die weitere Fortfiihrung unserer Uberlegungen 
ganz gleichgiiltig. Als Hauptsache soll nur hervorgehoben 
werden, die vorliegenden Beobachtungen iiber 
Glykuronsiiurepaarung fiir die Annahme einer Synthese 
zwischen Acetonkorpern und Kohlehydraten oder Deri- 
vaten von solchen eine ganz gute Stiitze abgeben. 

Aus derselben Annahme sich auch eine Erkliérung 
fiir die eingangs dieser Abhandlung mitgeteilten Befunde iiber 
den Acetongehalt der Organe ableiten. Wie schon frither be- 
merkt, sind die Acetonkérper aller Wahrscheinlichkeit nach 
allzemeine Produkte des Zellstoffwechsels. Der Mindergehalt 
der Leber an Aceton kénnte deshalb daher riihren, dab Acet- 


') Hildebrandt, Uber einige Synthesen im Tierkérper. (I. Mit- 
teilung). Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLIV, S$. 308, 1900. 
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essigsdure entweder in kleinerer Menge als in den iibrigen 
Organen gebildet wird, oder auch daher, dab die Leber ein 
besonderes Vermogen besitzt, dieselbe zu vernichten, und 
die Siiure von den tibrigen Organen mit den = zirkulierenden 
Siften des Korpers nach der Leber gefitihrt wird, um dort zu 
verschwinden. Nun ist in jiingster Zeit von Embden!) nach- 
gewiesen, dal die Leber der Ort der Glykuronsiiurepaarune 
ist. Wir wissen auch schon lange, dafi die Leber ein wichtiger 
Herd des Wohlehydratstoffwechsels ist, in welchem sowohl 
synthetische als analytische NKohlehydratumsetzungen in grofem 
Umiange statthaben. Wollen wir also daran festhalten, dat 
der Umsatz von Acetonkorpern durch eine Paarung mit Kolile- 
hydraten eingeleitet wird, so wiirde man schon von vornherein 
daran denken mitissen, ob nicht dieser Prozefh vorzugsweise in 
der Leber seinen Sitz haben mtibte, um so mehr dann, wenn 
dieser Gedanke durch solche Tatsachen gesttitzt ist, wie der 
Mindergehalt der Leber an Aceton und die Erfahrung Wald- 
vogels.?) dab Kohlehydrate nicht acetonvermindernd wirken, 
wenn sie subkutan einverleibt werden, sondern nur, wenn sie 
vom Darm aus direkt zur Leber gefiihrt: werden. 

Dies alles vill wenigstens von der Acetessigsiiure, etwas 
fraglich aber von der Oxybuttersaure. Magnus-Levy?) hat 
niimlich in Organen von einer in Coma gestorbenen Diabetica 
fast ebenso viel Oxybuttersiiure in der Leber als in den tibrigen 
Oreanen gefunden. Dies konnte — unter anderem — bedeuten, 
dafi die Leber entweder tiberhaupt nicht Oxybuttersaure zu 
vernichten vermag, oder auch, ein soleches Vermoégen in 
schwerem Diabetes ganz erléschen kann, wobei sich die Oxy- 
buttersiiure in der Leber in gleich grober Menge wie in den 
iibrigen Organen anhiiufen wiirde. Da aber Magnus-Levy 
selbst die Mangelhaftigkeit seiner Methode zugibt, dtirtte cs 
erlaubt sein, an der Genauigkeit der quantitativen Angaben zu 


') Embden, Uber die Bildung gepaarter Glykuronsiure in der 
Leber. Beitriige zur chem. Physiologie und Pathologie, Bd. H, 5. 591, 1902. 

Waldvogel, Die Acetonkérper. 5S. 63—64. 

Magnus-Levy, Die Oxybutterséure und ihre Bezichungen zum 
Coma diabeticum. Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLU, 5. 149. 
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zweiteln. Wenigstens konnten wirklich bestehende Unterschiede, 
wenn sie nicht grob waren, leicht der Entdeckung entgangen 
sein. Die Fiitterungsversuche mit Oxybuttersiiure machen es ja 
auch wahrscheinlich, dab sich die Oxvbuttersiiture ganz iihnlich 
verhiilt wie die Acetessigsiiure. 

Kine notwendige Wonsequenz der hier angestellten Be- 
trachtung ist, dab die Leber selbst im schwersten mit Coma 
endigenden Diabetes ihre Wirkung auf die Acetonkérper nicht 
ganz zu verlieren braucht. Sonst hiitte ich nicht in meinen 
vier Fiiilen weniger Aceton in. der Leber ais in den iibrigen 
Organen finden kénnen. Dasselbe wiirde sich aueh dort in 
sleicher Menge wie sonst im Whorper angehiuft haben. Ferner 
mub natiiriich zugegeben werden, dab die Acelonkorper, welche 
allgemeine Stoffwechselprodukte darstellen, auch in der Leber 
eebildet und in den tibrigen Organen vernichtet werden 
Nur muff in der Leber die Vernichtunge und in den itbrigen 
Organen die Bildung den respektiven entvesengesetzten Vor- 
gingen an Michtiekeit tiberlegen sein. Selbstverstindlich ist 
weiter, wie ich schon frither hervorgehoben habe, dab die 
ganze Betrachtung nur den zwel Siuren gelten kann, nicht dem 
Aceton, welches im Korper sehr unyollstiindig vernichtet wird. 


Ich wende mich nun zu der verwickelten Frage nach der 
Bildung der Acetonkorper. Zuerst einige allgemeine Bemerkungen : 

Wenn man pathologische Stoffwechselprodukte in den 
Exkreten entdeckt, so ist die erste Frage, die man sich stellt, 
gewOhnlich die den «Muttersubstanzen» dieser Produkte, 
und irgend ein Nahrungs- oder wird dann 
als solche herhalten miissen, bis die Erfahrung friiher oder 
spiiter die Unhaltbarkeit der aufgestellten Vermutung darlegt. 
Die Geschichte der Acetonurie kann schon von mehreren solchen 
Hypothesen berichten, welche fast ebenso schnell wieder ver- 
lassen wurden, als sie entstanden waren. 

Dieses Suchen nach «Muttersubstanzen» der Stotfwechsel- 
produkte hat zur schweigenden Vorausseizung, dab die chemi- 
schen Veriinderungen, welchen die Nahrungs- und Korperbestand- 
celle im Stoffwechsel unterliegen, in nebeneinander verlaufenden 
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Spaltungen und Oxydationen bestehen, welche unabhingig von 
einander sind. Daf die Verhiltnisse wenigstens teilweise so 
liegen koénnen, ist auch zuzugeben. Dali aber der Stoffwechsel 
nur aus solchen parallel nebeneinander verlaufenden Umsetzungen 
bestehen sollte, scheint mfr sehr wenig wahrscheinlich. Neben 
dieser Hypothese der parallellaufenden Umsetzungen 
mul man vielmehr die stellen, daf im intermediéren Stoffwechse! 
Substanzen verschiedenen Ursprungs in chemische Wechsel- 
wirkung treten, z.B. durch Synthese Verdindungen bilden, weiche 
durch Oxydation oder Analyse wieder in neue Substanzen ge- 
spalten werden, von welchen jede aus Bruchstticken der urspriing- 
lichen Komponenten besteht. Diese Hypothese konnte man 
die Hypothese von der chemischen Interferenz der 
intermediiiren Stoffwechselprodukte nennen. Sie hat. 
meine ich, thre selbstverstiindliche Berechtigung neben der 
Hypothese von den parallellaufenden Umsetzungen, auch 
von der Erfahrung vielfach gestiitzt. 

Demnach kénnen Stoffwechselprodukte, welche den 
Exkreten ausgeschieden werden, sehr wohl aus bruchstiicken 
verschiedener «Muttersubstanzen» bestehen. Harnsiiure- 
molekiil konnte z. B. aus einem Kohlehydratrest und einem 
Kiweibrest synthetisch gebildet und durch weiteren Umsatz in 
Harnstolf tibergetiihrt worden sein. Selbst der Harnstoff konnte 
also vielleicht aus Elementen des Kohlehydrat- und des Eiweib- 
molekiils bestehen. In solchem Faile wiirde es unrichtig sein, 
von einer einzigen Muttersubstanz des Harnstoffs zu reden. 

Solche Uberlegungen machten sich bei mir sogleich geltend, 
als ich die steigernde Wirkung des Fettes auf die Acetonurie 
entdeckt hatte,!) und sie hielten mich davon ab, ohne weitere 
das Fett als «Quelle» der Acetonkorper zu erkliiren, obwoli! 
dies mein — wie spiiter aller anderen — erster Gedanke wav. 
Umsomehr wurde ich davon abgehalten, da es sich bei Unter- 
suchungen tiber Acetonurie an phloridzinvergifteten Hunden*) 
zeizte, dab Fett, wenn die Fiitterung damit gelang, eine Acectonuric 

Geelmuyden, |. ec. Diese Zeitschr., Bd. XXII, 

2) Geelmuyden, Uber Acetonurie bei Phloridzinvergiftung. Dies: 
Zeitsehr., Bd. XAVI, 385, 1808. 
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unterdriicken konnte. Die Acetonurie verhilt sich bei phloridzin- 
vergifteten Hunden sonst in jeder Beziehung wie die Acetonurie 
bei Menschen, und ich fiihlte mich deshalb verpflichtet, diese 
Beobachtung mit in Betracht zu ziehen. Spiiter haben sich 
sowohl die acetonvermehrende als die acetonvermindernde Wir- 
kung des Fettes an Menschen bestiitigt. Waldvogel,?) 
Schwartz,?) Mohr und Loeb,’) Schuman-Leclerq!) wiesen 
nach Fettdarreichung eine Vermehrung der Acetonurie bet Ge- 
sunden und Diabetikern nach, Schwartz sogar bei kohlehydrat- 
haltiger Kost bei gesunden Menschen. Eine Verminderung fand 
Hagenberg®) nach Zufuhr von Schweineschmalz. Grube ®) 
wies nach, dai die Acetonvermehrung nach Schweineschmalz 
ausblieb, nach Butter bedeutend war. 

Man hat diese verschiedenen Befunde durch die Annahme 
erkliiren wollen, dafi das wirksame Prinzip bei der Fettwirkung 
die im Fett enthaltenen niedrigen Fettsiituren sein soll, nament- 
lich weil die butter, die diese Siuren als Glyzerinester in_ be- 
sonderer Menge enthiilt, auch besonders wirksam zu sein scheint. 
Tatsache ist auberdem auch, dab freie Buttersaure acetonver- 
mehrend wirkt. In keinem Falle erklirt aber eine solche An- 
nahme die Acetonurie bei Kohlehydratinanition ohne Fettzufuhr 
und namentlich nicht die gewaltige Acetonurie im schweren 
Diabetes. Wenn man hier nicht annehmen will, dab bei der 
Bildung der Acetonkorper synthetische Prozesse mit im Spiele 
sind, wird man fast gezwungen, das «Fett» ohne Kinschriinkung 
als «Quelle» der Acetonk6rper anzunehmen. Auberdem ist 
in einigen Versuchen, z. b. Schwartzs, die Acctonvermehrung 
a 1) Waldvogel, Die Acetonkérper. 3. 82. Zeitschr. f. klin. Med., 
Bd. XXXVIII, 1899. 

*) Schwartz, Verhandl. des 18. Kongresses fiir inn. Med. 1900. 

*) Mohru. Loeb, Zentralbl. f. Stoffwechsel- u. Verdauungskrankh., 
Bd. Hl, 1902. cit. nach Waldvogel. 

*) Schuman-Leclerq. Wien. klin. Wochenschr. 1901, cit. nach 
Waldvogel. 

5) Hagenberg, Uber die Acetonvermehrung bei Menschen nach 
Zufithrung niederer Fettsiiuren. Zentralb!. f. Stoffwechsel- u. Verdau- 
ungskrarkh., Bd. [, 5. 33, 1900. 

6) Grube, Zeitschr. f. didtet. u. physikal. Therapie. 1902. cit. nach 
Waldvogel. 
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grober, als sie durch die Gegenwart der fliichtigen Siiuren 
im dargereichten Fett erklirt werden kann. — Dab nicht alle 
Fettarten gleiche Wirkungen austiben, scheint indessen aus den 
vorliegenden Beobachtungen klar zu sein. 

Diese Beobachtung, dah Fett nach zwei Richtungen, 
sowohl vermehrend als vermindernd auf eine Ace- 
tonurie wirken kann, deutet darauf hin, daB bei den Ver- 
suchen uber Fettwirkung unbekannte Einfltisse eine Rolle gespielt 
haben, und macht es notwendig, dab die Fettwirkung mehr, als 
dies bis jetzt geschah, Gegenstand einer svstematischen Durch- 
forschune wird, bei weleher alle zur Verfiigung stehenden 
Methoden, auch die zar Untersuchung des Totalstoffwechsels, 
in Anwendung gebracht werden, damit man iiber die Beziehungen 
des Fettstoffwechsels zur Acetonurie klar werden kann. Bevor 
iiber diesen wichtigen Punkt vollstiindige Klarheit herrscht und 
die Bedeutung der ungleichen Wirkung des Fettes dem Ver- 
stiindnis mehr zugiinglich gemacht worden ist, wird jede Theorie 
die Bildune der Acetonkérper auf unsicherem Boden gebaut 
werden miissen., 

Da indessen die Annahme, dai Acetonkorper aus Fett ent- 
stehen, jedenfalls vieles fiir sich hat und ihr auberdem von vielen 
Autoren gehuldigt wird, werde ich auf einige Konsequenzen 
derselben hinweisen, namlich die, welche entstehen, wenn man 
nebenber auch eime Zuckerbildung aus Fett annimmt. Im 
Acetonstoifwechsel mub niimlich ein solcher Faktor, falls er 
wirklich existiert, eine wichtige Rolle spielen. 

Die Zuckerbildung aus Fett ist eime, namentlich in spiteren 
Jahren ernstlich diskutierte, aber noch zum ‘Teil bestrittene 
Stoffwechselfunktion. Die Verteidiger derselben, namentiich 
Rump?!) und seine Schiller Hartogh und Schumm?) stiitzen 
sich auf die Tatsache, dab bet Phloridzinglykosurie, namentlich 
aber beim schweren Diabetes, oft mehr Zucker ausgeschieden 
wird, als aus dem zugeliihrten Kohlehydrat und dem umgesetzten 


Rumopf, Eiweifumsatz und Zuckerausscheidung. Deutsche med. 
Wochenschr. 1900, Nr. 40. 

>, Hartogh u. Schumm, Zur Frage der Zuckerbildung aus Fett. 
Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLV, 8. 11, 1901. 
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Kiweib zusammen entstanden sein kann, ja zuweilen selbst mehr, 
als ausgeschieden werden konnte bei der Voraussetzung, dal} 
aller Eiweibkohlenstoff, auBer dem, welcher als Harnstoft und 
ihnliches ausgeschieden wird, als Zucker im Harn zum Vor- 
schein kommt. Letzteres ist aber schon an und fiir sich sehr 
wenig wahrscheinlich. Auch in Arbeiten von Lusk!) iiber 
Phloridzindiabetes und von Mohr,?) Rosenquist,*) Liithje*) 
und Frohlich?) iiber Diabetes finden sich derartige Anhaltspunkte 
fiir eine Annahme einer Zuckerbildung aus Fett. Bekannt sind 
auch die Versuche von Seegen®) und Weib) tiber Zuckerbildung 
aus Fett in der Leber. 

Loew’) dagegen glaubt nach seinen Versuchen iiber 
Phloridzindiabetes eine) Zuckerbildung aus Fett leugnen zu 
miissen. Er fand néamlich bei phloridzinvergifteten Hunden nach 
Fettdarreichung ein Sinken der Harnstickstoffe, nicht aber der 
Z7uckerausscheidung und erklart dies als in einer Retention von 
Stickstoff begriindet. Nach dem Vorgange Seegens konnte man 
ebenso gut auch auf eine Ausscheidung gasformigen Stickstoffs 
denken. «Dah gerade so viel Zucker aus Fett stammen sollte, 
dab zufiillig der friihere Zuckerstand annahernd erreicht wurde» , 


') Lusk, Phloridzindiabetes in dogs. Americ. journ. of physiology. 
Bd. I, S. 395, 1898. 

2) Mohr, Zur Frage der Zuckerbildung aus Fett in schweren Fallen 
von Diabetes mellitus. Berlin. klin. Wochenschr., Bd. XXXVIELS. 919. 1901. 

*) Rosenquist, Zur Frage der Zuckerbildung aus Fett bei schweren 
Killen von Diabetes mellitus. Berl. klin. Wochensehr., Bd. XXXVI, 
S. 612, 1899. 

4) Liithje, Kasuistisches zur Klinik und zum Stoffwechsel des 
Diabetes mellitus. Zeitschr. f. klin. Med., Bd. XLII, 3. 225, 1901. 

5) Frohlich, Studier over Diabetes mellitus i barnealderen (Studien 
ber Diabetes mellitus im Kindesalter). Videnskabsselskabets skrifter. 
Math. nat. Klasse. Christiania 1908, 

6) Seegen, Uber die Fihigkeit der Leber, Zucker aus Fett) zu 
bilden. Arch. f. die gesamte Physiologie, Bd. XNXIX, 5S. 152, 1886. Die 
Zuckerbildung im Tierkérper, 1900, 3. 151. 

7) Weifk, Uber die Bildung von Zucker aus Fett im Tierkérper. 
Diese Zeitschr., Bd. XXIV, S. 542, 1898. 

8) Loewi, Zur Frage nach der Bildung von Zucker aus Fett. Arch. 
Path. u. Pharm., Bd. XLVI, S. 68, 1902. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLI. 10) 
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findet Loewi unwahrscheinlich. Wenn man sich aber erinnert. 
die Zuckerausscheidung bei Phloridzindiabetes erster 
Reihe von der Vergiftung bestimmt wird (S. 138), so scheint 
mir gerade die von Loewi verworfene Erklirung seiner Ver- 
suche die richtige zu sein. 

Der wichtigste Einwand gegen eine Zuckerbildung aus 
Fett ist aber der, daBb man bet Diabetes durch Fettzufuhr die 
Glykosurie nicht vermehren kann. Dies ist ein schwerwiegender 
Kinwand, welcher sich kaum ohne durch ein ziemlich willkiir- 
liches Hypothetisieren umgehen 

Mir war die Annahme einer Zuckerbildung aus Fett schon 
deshalb ansprechend — und ich soll darin mit Bunge iiberein- 
stimmen —, weil wir dieselbe als eine im Pflanzenreiche all- 
gemein verbreitete und wichtige Stoffwechselfunktion — finden. 
Dali den Tieren das Vermoégen, Zucker aus Fett zu bilden, ganz 
abgehen solite, schien mir deshalb von vornherein nicht wahr- 
scheinlich, obwohl natiirlich zugegeben werden mul, dab dieses 
Vermogen bei den Tieren vielleicht nur potentiell zugegen ist, 
so dali es nur dann in Funktion tritt, wenn der Korper aus 
irgend welchem Grunde an Mangel an Kohlehydraten  leidet, 
dafi mit) anderen Worten die Zuckerbildung aus Fett, wie 
v. Noorden meint, ein fakultativer Vorgang ist. 

Wenn also bei Beurteilung des oben genannten Befundes 
het Diabetes und phloridzinvergifteten Hunden eine Wahl ge- 
troffen werden soll zwischen der Annahme einer Zuckerbildung 
aus Fett eierseits und emer Stickstoffretention oder einer Aus- 
scheidung freien Stickstoffs andererseits, so seheint mir der 
physiologisch geschulte Gedanke sich nur schwer ent- 
schlieben zu koénnen, die Zuckerbildung aus Fett bei Tieren 
ganz fallen zu lassen. 

Nimmt man nun neben einer Acetonbildung auch eine 
7uckerbildung aus Fett an, so erfolgt demnach der Abbau 
des Fettes im intermediiren Stoffwechsel auf zwe! 
verschiedenen Wegen, auf einem iiber Kohlehydrate, aul 
einem anderen iiber Acetonkoérper fiihrenden. Ob es 
noch mehrere Wege gibt, interessiert uns hier nicht. Diese 


zwei Funktionen im Fettstoffwechsel miissen aber 
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in Bezug auf eine Acetonkérperausscheidung einander 
antagonistisch entgegenwirken, weil die Kohlehydrate ja 
eine Acetonurie zum Verschwinden bringen. 

Weiter kann wohl selbstverstiindlich vorausgesetzt 
werden, dab diese zwei antagonistischen Funktionen nicht allein 
bei verschiedenen Tierarten, sondern auch bei Tieren derselben 
Art, ja sogar bei demselben Individuum zu verschiedenen Zeiten 
verschiedenen relativen Umfang haben, dali bald die eine, bald 
die andere tiberwiegt, dab sich mit anderen Worten in diesen 
Verhaltnissen ein personlicher Faktor geltend macht. 

Im Acetonstoffwechsel ist nun der des person- 
lichen Faktors leicht zu verspiiren. Bei dem einen Menschen 
erfolgt eine Acetonurie bei Einschriinkung des Kohlehydrat- 
stoffwechsels schnell und stark, bei dem andern Jangsam und 
schwach. bei einigen scheint sogar die Acetonurie fast wie 
beim Hunde ausbleiben zu kénnen. (Waldvogel,!) Versuchs- 
person LL.) Besonders scheint die Wirkung des Fettes bei 
verschiedenen Personen groben Schwankungen zu unterliegen 
selbst bei sonst gleichen Versuchsbedingungen (Geelmuyden )?). 
Auch im Diabetes werden nicht bei gleichem Defekte im Kohle- 
hydratstoffwechsel gleiche Mengen Acetonkorper ausgeschieden 
(v. Noorden)?). 

Es scheint mir nicht zuliissig, diese Verschiedenheiten, 
auch nicht die zwischen Tieren und Menschen als Folgen quali- 
tativer Unterschiede im Acetonstoffwechsel zu erkliiren. Sie 
miissen in Unterschieden im quantitativen Umfange derjenigen 
Funktionen, welche im Acetonstoffwechsel mitspielen, ihren 
Grund haben, in casu darin, dah bei der einen Tierart oder 
bei dem einen Menschen mehr Kohlehydrat aus Fett gebildet 
wird als bei andern. Beim Hunde miibte demnach Fett be- 
sonders leicht in Kohlehydrat umgesetzt werden konnen, Denn 
hei diesem Tier ruft die absolute Inanition keine Acetonurie 
hervor. Diese tritt erst dann ein, wenn auberdem Kohlehydrate 


‘lc. S. 114, 
*) |. ec. Diese Zeitsehr., Bd. XXII. 
3) vy. Noorden, Die Zuckerkrankheit und ihre Behandlung. Zweite 
Auflage. 1898, S. 190. 
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durch Phloridzinvergiftung oder durch Pankreasexstirpation aus 
dem Stoffwechsel eliminiert werden. Einmal eingetreten verhiilt 
sich die Acetonurie bei Phloridzindiabetes der Erniihrung gegen- 
liber ganz wie beim Menschen. Nur darin scheint ein Unter- 
schied zu bestehen, dab sie durch Fettdarreichung geradezu 
unterdriickt werden) kann, welehes bei Menschen selten 
der Fall zu sein scheint, Dies findet seine natiirliche Erklirung, 
wenn man annimmet, dai auch das Nahrungsfett leicht in Kohle- 
hydrat verwandelt wird. Auch die verschiedene Wirkung ver- 
schiedener Fettarten wiirde sich durch die Annahme erkliiren 
lassen, dai die Fette je nach ihrer Konstitution leicht oder 
schwer in Kohlehydrate umgewandelt werden. 

Ich bitte aber, ausdriicklich zu bemerken, dab’ die hier 
zusammengestellten Kombinationen, so verlockend sie auch vor- 
kommen konnten, auf einer nicht ganz einwandfreien Grund- 
lage gebaut sind. 


Ks sind noch einige anscheinend paradoxe Erscheinungen 
im Verhalten der Acetonkérper bei verschiedenen Acetonurien, 
welchen eine Erérterung zuteil werden mub. 

Die Hauptfrage, die man sich bei der Beurteilung solcher 
unregelmibigen Ersecheinungen im Auftreten und Verhalten der 
Acetonkorper zu stellen hat, ist die, ob es Acetonurien gibt, 
die sich nicht) za einem eingeschrankten Kohlehydratumsatz 
als Ursaehe zuriickfithren lassen. Nun gibt uns zwar die Harn- 
siiure ein Zeugnis davon, dab ein Stoffwechselprodukt als Resultat 
mehr als eines Stoffwechselvorgangs hervorgehen kann. So- 
lange aber die Tatsachen nicht zur Annahme mehrerer Ursachen 
zwingen, scheint es mir auch unzuliissig, mehrere vorauszu- 
setzen, wentlgstens nicht um nur einigen Schwierigkeiten bei 
einer Ableitung der Erscheinungen aus einer einzigen Ursache 
zu entschliipfen. 

Ich wende mich zuerst an die Acetonurie bei Diabetes. 

Ks darf nicht verwundern, wenn gerade bei Diabetes, einer 
Krankheit, welche auch sonst durch ungleichen Verlauf der 
verschiedenen Fille ausgezeichnet ist, auch die Acetonurie zu- 
weilen unregelmiibig auftritt. Um die Acetonurie bei Diabetes 
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richtig zu beurteilen, muf man sich stets vor die Augen halten, 
dali gerade in dieser Krankheit besonders viele Faktoren auf 
dieselbe einzuwirken scheinen. Vor allen andern mu natiirlich 
der Defekt im WKohlehydratstoffwechsel gestellt werden. Aber 
auch die Ernahrung mul gegeniiber der diabetischen Acetonurie 
eine wichtige Rolle spielen, solange kein totaler Ausfall des 
Kohlehydratstoffwechsels vorliegt, was wohl in der Tat kaum 
jemals vorkommt. Selbst) bei schwerem Defekte wird man 
wohl durch Kohlehydratdarreichung eine Zeitlang Kohlehydrate 
in den Umsatz hineinpressen konnen und so die Acetonurie be- 
einflussen. Auch der persOnliche Faktor macht sich natiirlich 
im Diabetes wie sonst geltend sowohl im Kohlehydrat- wie im 
Aceton- resp. Fettstoffwechsel. Der erstere kann ebensowenilg 
wie der letztere cine einheitliche Funktion sein. Es kann sich 
kaum alles Kohlehydrat, welches im Koérper umgesetzt wird, 
an dem Acetonstolfwechsel beteiligen und uns unbekannte 
Faktoren konnen bewirken, gerade die Wechselwirkung 
— die Synthese — zwischen Kohlehydraten und Acetonkorpern 
im Diabetes vorzugsweise geschiidigt oder vorzugsweise ge- 
schont wiirde. Durch eine solche Annahme wiirde (neben der 
Annahme eincr Kohlehydratbildung aus Fett, 5.146) noch ein 
Erklirungsmoment fiir das verschiedene Verhalten der Acetonuric 
bei gleichem Defekte im Kohlchydratstoffwechsel bei Diabetes 
geschafflen sein. In der Tat scheinen sogar Fiille von Diabetes 
vorzukommen, bei welchen Acetonurie bei sonst fast intaktem 
Kohlehydratstoffwechsel besteht. Naunyn!) teilt’ einen Fall 
von «schwerem Diabetes mit paradox guter Toleranz fiir Kohle- 
hydrate mit, bei welchem die Kisenchloridreaktion schwer zum 
Verschwinden gebracht werden konnte, Oxybuttersiiure im Harn 
nachgewlesen wurde und die Ammoniakausscheidung stark war. » 
Fille entgegengesetzter Art, bei welchen eine duberst geringe 
Toleranz fiir Kohlehydraie ohne Acetonurie bestiinde, sind aber, 
soweil mein Wissen reicht, noch nicht beobachtet worden. 
Bei Fiillen, in denen man tiber die Ursache der Acetonurie 
in Zweifel sein kann, wiirde wohl zuweilen durch Kohlehydrat- 
darreichung eine Entscheidung getroffen werden konnen. Wird 
die Acetonurie dabei zuriickgedriingt, so liegt die Annahme 
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einer Kohlehydratinanition oder eines Defektes im Kohlehydrat- 
stoffwechsel als Ursache am niéchsten. 

Von den Klinikern hort man oft, dai die Entziehung der 
Kohlehydrate bei Diabetikern gerade eine Acetonurie zum 
Schwinden bringt. stiitazt) sich dieses Urteil wohl am 
hiiufigsten auf die Beobachtung, dab die Eisenchloridreaktion 
unter solchen Umstinden verschwinden kann, und diese Be- 
obachtung wird gewohnlich als durch eine Besserung im Kohle- 
hyvdratumsatz hervorgerufen gedeutet. Dies mag seine Richtigkeit 
haben. Man mub sich bei der Beurtetlung solcher Fille immer 
daran erinnern, es neben demjenigen  Kohlehydratstofi- 
wechsel, welcher sich als eine Verbrennung von aufen = zu- 
gefiihrter Kohlehydrate kundgibt, auch einen sozusagen latenten 
gibt. welcher im Umsatz von aus Eiweif — und Fett — gebil- 
detem Zucker besteht und welcher beim Diabetes Verinderungen 
unterliegen kann, ohne dai Schwankungen in der Glykosurie 
zum Vorschein kommen, wiihrend die Veriinderungen doch auf 
den Acetonstofiwechsel EinfluB ausiiben konnen. 

Es koOnnen aber auch andere Momente zur Erkliirung 
solcher Beobachtungen in Betracht kommen, z. B. eine Ver- 
schiebung in den Mengenverhaltnissen der Acetonkérper. Es 
ist nicht richtig, aus Vermehrung oder Verminderung 
eines Acetonkorpers allein, z. der Acetessigsiiure, ohne 
weiteres auf ein gleiches Verhalten der tibrigen zu schlieben. 
Das Zuriicktreten des einen konnte im Gegenteil vielleicht durch 
eine Mehrausscheidung eines anderen kompensiert oder sogar 
iiberkompensiert werden, Besonders mub hervorgehoben werden, 
die Eisenchloridreaktion in dieser Beziehung mit  grober 
Vorsicht beurteilt werden mu. Sie kann fehlen und doch die 
Acetonurie bedeutend sein. Jeh habe selbst einen Fall von 
schwerem Diabetes untersucht, bei welchem nur kleine 
Vermégen, Kohlehydrate umzusetzen, tibrig geblieben war, Bei 
kohlehydratarmer Diiit trat die Eisenchloridreaktion nicht ein, 
dagegen schieden sich durch den Harn am dritten und vierten 
Tage der Kohlehydratentziehung zusammen 19,8 ¢ Aceton und 
134 ¢ B-Oxybuttersiiure (nach der Methode von Magnus Levy 
bestimmt) aus. Betreffs der fiir die weitere Entwicklung der 
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Lehre von der Acetonurie so wichtigen Frage nach dem Ver- 
hiiltnis der AcetonkOrper untereinander und dessen Schwan- 
kungen bei den verschiedenen Aecetonurien bestelt noch eine 
grobe Liicke in unserem Wissen, und wenn iiberhaupt jemals, 
so gilt vorzugsweise bei Untersuchungen iiber Diabetes, dab 
wale bekannten Acetonkorper beriicksichtigt werden miissen, 
wenn die geleistete Arbeit den vollen Wert bekommen soll. 

SchhieBblich scheint es mir nicht tibertliissig, einige Worte 
iiber das Verhiiltnis zwischen Glykosurie und Acetonurie bei 
Diabetes zu opfern, obwohl mir die Sachlage hier ganz klar 
und durchsichtig zu sein scheint. In den Schriften der Autoren 
kann man aber noch hier und da auf Bemerkungen stofen, 
welche darauf deuten, dab man ein Abhingigkeitsverhaltnis 
zwischen beiden erwarten konnle. Die Krfahrung zeigt, meine 
ich, daB die Anderungen der Acectonurie unabhiingig von denen 
der Glykosurie verlaufen und zwar aus leicht verstindlichen 
Griinden. Was die Grobe der Acectonurie bestimmt, ist in erster 
Reihe der Defekt im Kohlehydratstoffwechsel oder noch schiirfer 
definiert in dem Teil desselben, welcher zu dem Acetonstoff- 
wechsel in Beziehung steht, nicht die Zuckermenge, die zu jeder 
Zeit im Harn erscheint. Bei einem gegebenen Defekte wird 
eine Zulage von Kohlehydraten die Acetonurie wenigstens eine 
Zeitlang vermindern, wihrend die Glykosurie nattirlich steigt. 
Andererseits beobachtet man wohl auch sehr hiiufig, bei 
progredientem Diabetes bei gleichen Erniihrungsverhiltnissen 
sowohl die Glykosurie als die Acetonurie zunimmt. 

Was nun die Acetonurien betrifft, welche bei allerlei 
anderen Krankheiten als Diabetes eintreten, so scheinen die 
Autoren gewohulich dieselben als Inanitionswirkungen erkliiren 
zu wollen. Dies ist wohl auch richtig. Leider kann ich ein 
Urteil nicht auf eigene klinische Erfahrungen stiitzen. Die 


mir bekannten literarischen Angaben scheinen mir aber keine 
anderen Erkliirungsmomente notwendig zu machen als die von 
mir behaupteten. Dies gilt auch von Acetonurien nach Narkosen 
und Vergiftungen. Waldvogel,'!) der den Narkoseacetonurien 
ein besonderesStudium widmete, gibt zu, dab Inanitionswirkungen 
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unverkennbar im Spiele sind, legt aber auch!) der «Giftwirkung 
und «Schiidigung des Protoplasmas» eine Bedeutung zu. 

Was mich in diesen Fiillen zur Annahme mehr als einer 
Ursache ungeneigt macht, ist, dal} diese Acetonurien nach Zufuhr 
von Kohlehydraten za schwinden scheinen (Waldvogel). 

Jedenfalls bin ich aber geneigt, zum Beweis einer spezi- 
fischen Narkose- und Vergiftungsacetonurie Anderungen 
in der Acetonausscheidung zu verlangen als die wenigen Milli- 
gramme, mit denen sich Waldvogel begniigt. Sie legen. 
scheint es mir, viel zu nahe an den physiologischen Grenzen 
der Acetonausscheidung und an den Fehlergrenzen der Methoden. 
Im Vergleich zu den Anschwellungen der Acetonurie bei In- 
anition und bei einseitiger Fetternihrung, um nicht auch die 
diabetische Acetonurie zu nennen, verschwinden sie ganz. 


Die hier entwickelten Gedanken iiber den Acctonstoffwechse! 
sind bei mir nach und nach entstanden bei der kritischen Durch- 
musterung des Tatsachenmaterials, um Anhaltspunkte fiir neue 
wissenschafiliche Untersuchungen zu finden. Bei der literarischen 
Ausarbeitung derselben lag es mir mehr ob, sie in thren Haupt- 
zugen zum klaren Ausdruck kommen zu lassen, als sie in allen 
Kinzelheiten durchzufiihren. Sollten sie die Feuerprobe der 
kKlinischen und experimentellen Erfahrung tiberleben, dann wird 
es frih genug sein, sie weiter auszuspinnen. 

SchlieBlich set noch gegeniiber einigen Mibverstandnissen 
der Autoren) bemerkt, ich mir nicht bewubt bin, meine 
Aulfassung der verschiedenen die Aecetonurie betreffenden Fragen 
im Laufe der Zeit wesentlch geandert zu haben. Wer meine 
friiheren Arbeiten liest, wird in diesen einige der hier ausge- 
sprochenen Gedanken entweder ganz klar oder wenigstens andeu- 
tungsweise wiederfinden, aber keine denselben widerstreitenden. 


c. S. 168. 


Christianta, am 14. Januar 1904. 
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Verhalten des KoérpereiweiBes im Hunger. 


Von 
Emil Abderhalden, Peter Bergell und Theodor Doérpinghaus, 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1904.) 


Es ist in jiingster Zeit die Frage aufgeworfen worden. 
ob das Koérpereiweih unter bestimmten Bedingungen in seiner 
chemischen Eigenart beeinflubt werden kann. So hat Kraus?) 
aus dahinzielenden Versuchen  geschlossen, Phloridzin- 
diabetes und Inanition bei anniihernd gleichbleibendem prozen- 
tischem Stickstoffgehalt des entfetteten Trockenriickstandes den 
Monoaminosiiurestickstoff der Leibessubstanz von Miiusen stark 
herabsetzen. Das restierende Korpereiweib schien speziell an 
Leucin verarmt zu sein. Neuerdings hat nun Umber?) aus 
Versuchen an hungernden und normalen Katzen festgestellt, 
dab bei gleichbleibendem C/N-Quotienten eine partielle Ab- 
artung des Korpereiweibes erfolgen kann. 

Gegen die aus diesen beiden Arbeiten gezogenen Schlub- 
folgerungen lassen sich folgende Einwiinde erheben.  Einma! 
ist weder die von Kraus verwendete Methode des Auskristalli- 
sierens noch die von Umber angewendete Fischersche Ester- 
methode eine quantitative. Wiahrend aber die letztere Art der 
Bestimmung der Aminosiiuren unter gleichen Bedingungen ganz 
gut vergleichbare Werte liefert -— speziell bei Anwendung 
eines sehr stark verminderten Druckes (unter 1 mm) bei der 

1) Fr. Kraus, Phloridzindiabetes und chemische Figenart. Deutsche 
mediz. Wochenschrift, Nr. 14, 1903. Vergl auch Berl. klin. Wochenschr. 
Nr. 1, 1904. 

*) Umber, F., Uber Abjinderung chemischer Eigenart dureh par- 
Hellen EiweiBabbau im Koérper. Berl. klin. Wochensechrift Nr. 39, 1903. 
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Destillation der Ester —, ist es ganz unmdglich, mit Hilfe der 
Kristallisation der Aminosiiuren iiber die Mengenverhiiltnisse 
derselben exakten AufschluB zu erhalten. Die festgestellten 
“Zahlendifferenzen konnten ferner auch darin ihre Ursache haben, 
dali die verschiedenen Eiweibkorper, welche ja qualitativ sehr 
ithinlich, quantitativ aber sehr verschieden zusammengesetzt 
sind, in ihrem Verhiltnis zu einander sich verschoben hiitten, 
wodurch ja ebenfalls eine Anderung im quantitativen Verhiiltnis 
der einzelnen Monoaminosiiuren zu einander erfolgen miibte, 
ohne dali daber die Zusammensetzung eines einzelnen Eiweib- 
korpers sich zu iindern brauchte. 

ber der weittragenden Bedeutung, die die Feststellung der 
partiellen Abartung der Korpereiweibstoffe fiir das Versténdnis 
des intermediiren Kiweibstoffwechsels hiitte, war es von Interesse, 
die vorliegenden Angaben naechzupriifen. 

Verwendet wurde die Estermethode. Um wirklich ver- 
eleichbare Werte zu erhalten, wurden die gefundenen Werte 
auf aschefreie Trockensubstanz berechnet. Umber hatte dies 
in seinen Versuehen unterlassen. Es ergab sich hierbei, dal 
die Summe_ der erhaltenen Estermengen sowohl als auch die 
einzelnen entsprechenden Esterfraktionen beim Hunger-— und 
beim Normaltiere einander sehr nahe kommen. Die Leucin- 
fraktion war beim Hungertiere ebenfalls gegentiber derjeniget 
des Normaltieres nicht verringert. Von der Annahme aus- 
gehend, dali eine Verschiebung des Verhiltnisses der Mono- 
aminosiiuren des gesamten Koérpereiweibes zu emander weil 
eher der Ausdruck fiir eine verschieden starke Inanspruch- 
nahme der verschiedenen Eiweiikorper sein’ koénnte, unter- 
suchten wir, um einen klaren Einblick zu gewinnen, die gesamten 
Bluteiweibkorper beim normalen Hunde und beim Hungerhunde. 
Auch hier lief sich keine nennenswerte Differenz feststellen. 
Der hohere Leucingehalt des Blutes des Hungerhundes findet, 
wenn man die Differenz nieht als innerhalb der Fehlergrenzen 
der Methode liegend betrachten will, seine Erklarung im sehr 
hohen Leucingehalt des Hiimoglobins.!) Kine Veriinderung des 

Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIT, S. 484 


HID, 1905. 
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quantitativen Verhiiltnisses des Himoglobins zu den tbrigen 
Bluteiweibkorpern mul eine Steigerung der Leucinfraktion des 
Gesamtblutes herbeifiihren. 


Experimenteller Teil. 


Zwei junge Katzen, von denen die eine nach 9-, die andere 
nach 7 tigigem Hungern eingegangen war, wurden nach Ent- 
fernung des Felles und des Darmes fein zerhackt, gemischt 
und mit Alkohol angerithrt. Nach 24stiindigem Stehen wurde der 
Alkohol abgesaugt und das Gemenge mil einer neuen Portion 
Alkohol 6 Stunden am Riickflubkiihler ¢ekocht. Zur Entfernune 
des Fettes wurde die von Alkohol getrennte Masse zuniichst mit 
Chloroform 6 Stunden im Soxhlet extrahiert, dann 2 Stunden mit 
Schwefelkohlenstolf, Von der im Vacuumexsiccator getroekneten 
Masse wurden nach staubfeiner Zermahlung 108 g zur Hydro- 
lyse verwendet. Dieselbe wurde durch 6stiindiges Kochen mit 
der dreifachen Mange rauchender Salzsiiure (spez. Gewicht 1,19) 
herbeigefithrt. Der nach erfolgtem Einengen im Vacuum. ver- 
bleibende Riickstand wurde in der bekannten Weise verestert. 
wurden 65,0 @ Rohester. 

Die Destillation der Ester wurde bei 0.387 mm Druck vor- 
genommen und ergab folgende Fraktionen: 

Fraktion la: 0—dd ° (Temperatur des Wasserbades) 3.0 ¢ 

Ib: —100° 390.0 
Il: —-170° | > Olbades ) 21,0 

Die Aschenbestimmung des entfetteten und getrockneten 

Gemenges beider Katzen ergab foleendes Resultat: 
0.0737 Substanz gaben 0.1276 ¢ Asche 22,24°)o. 

Somit berechnen sich auf die verwendeten 84.98 ¢ asche- 

freier Trockensubstanz foleende Prozente an Estermengen: 


Rohester = 76,48 Yo 
Fraktion fa -+ = 44,71 %/o 
= 


Die C-, H- und N-Bestimmung des verwendeten absolut 
lettfreien und getrockneten Materials ergab: 
0.2049 ¢ Substanz gaben 0.2750 ¢ CO, und O,O99L HO == 36,60°/o C und 
9,07 "Jo H. 
0.1683 ¢ Substanz gaben 16,8 cem N (18°, 768 mm) 11,65 %o. 
Das Verhiiltnis C:N ist somit 3,14. 
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Die auf ganz analoge Weise behandelte Normalkatze wou 
nach der Entfettung, Mahlung und Trocknung 118 g. Hiervon 
wurden 98 @ zur Hydrolyse verwendet. Erhalten wurden 59.0 ¢ 
Hohester. 

Die Destillation der Ester ergab folgende Fraktionen: 


Fraktion T: —100°(Temperatur des Wasserbades) bei 0.4 mm Druck 36.0 ¢ 
Hl: —-170° | 2 » Olbades ) [8.5 
Die Aschebestimmung hatte folgendes Resultat: 
1.0413 ¢ Substanz gaben 0.2004 ¢ Asche = 19,24° 0 


Es ergeben sich somit folgende auf 79,15 g aschefreier 
Substanz berechnete Prozentzahlen an Estermengen: 


Rohester: = 74,54 10 
Fraktion I: = 45,48 °/o 
= 23.37 
Die C-, H- und N-Bestimmung ergab folgende Zahlen. 
O1847 g Substanz gaben 0.2795 g CO, -+ 0.0910 ¢ H,O = 41,27 °/o C und 
5.47 %/o H. 
0.2026 ¢ Substanz gaben 22,6 N (18°, 763 mm) = 12,93 N. 


Das Verhaltnis von C:N ist somit 3,19. 

Das Blut von zwei Foxterriers wurde nach erfolgter Ge- 
rinnung ber LO0° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 105 ¢ 
wurden zur Hydrolyse verwendet. Erhalten wurden 67,5 g Rohester, 

Die Destillation der Ester ergab die foleenden 3 Fraktionen: 


Fraktion —100° (Temperaturdes Wasserbades) bei 10 mm Druck 9.0 ¢ 
Il: —100° ) » » » 22.5 

Hl: —170°) » Olbades > OF » 240 
Isohiert wurden 16.2 g == 15,42 °c Leucin (auf die angewandic 


Trockensubstanz berechnet). 

Zum Wontrolversuch!) wurde ein 82,5 kg schwerer Hund 
11. XU. O35 bis zum 29. XI. O03 auf Karenz gesetzt. Das 
Gewicht fiel auf 23,07 kg. Das aus der Carotis enthommene 
Blut wurde gleichfalls bei 100° getrocknet. Zur Hydrolyse 
wurden 250 2 Blut verwendet. 

Die Summe der Rohester betrug 165,0 g. 


Fraktion —100°(Temperatur des Wasserbades) bei LO mm Druck 21,5 ¢ 
Il: —100° | > > » ) >» OD » >» 990 
Il: —170° ( » Olbades >» OD » » 605 
lsoliert wurden 41.0 g Leucin = 16,40 °/o. 


') Die Ausfiihrung dieses Versuches ermdglichte uns Herr Pro! 
Metzner inBasel, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle verbindlichst danken. 
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Gallenuntersuchungen nach Phosphor- und Arsenvergiftung. 
Von 


Dr. philos. Alfons Pilzecker, 


Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1904. 


Nachstehende Untersuchung setzt sich das Ziel, zu den von 
Prof. Brauer so erfolgreich in Angriff genommenen experimentel! 
pathologischen Studien der Veriinderungen, welche die Galle 
unter der Einwirkung krankmachender Stoffe erfahrt, einen 
Beitrag zu liefern. Und zwar hat Verfasser den Eintlut unter- 
sucht, den eine chronische Vergiftung durch Phosphor und durch 
Arsen auf die Gallenbeschaffenheit hat. 

Die auberordenthichen individuellen Schwankungen, welche 
verade die Gallensexretion zeigt, machen es, wie Stadelmann 
schon bemerkt, notig, «stets wieder von neuem, sobald man 
Versuehe an Gallenfistelhunden machen will, die normale Aus- 
scheidungserébe fiir das betreffende Tier genau festzustellen >. 
Verfasser hat daher, bevor er mit der Intoxikation seiner Ver- 
suchstiere begann, Versuchsreihen vorausgeschickt, in denen die 
dem gesunden Tier enthommene Galle den gleichen Priifungen 
unterworfen wurde, die spiiter mit der von vergifteten 
Tiere sezernierten Galle angestellt werden sollten. 

Bei der Ankniipfung dieser Untersuchungen an die Brauer- 
sche Arbeit war es verstiindlich, dab zunichst auf das patho- 
logische Auftreten von Eiweih und Zucker in der Galle ge- 
fahndet wurde. 

Zum Nachweis von koagulierbarem Eiweif} in der Galle 
~teht) zunachst das von Brauer ausgearbeitete und Bd. XL, 
Ss. 203 dieser Zeitschrift beschriebene Verfahren zur Vertiigune. 
Ks gelingt hiermit, das in der Hundegalle enthaltene echte Mucin 
in LOsung zn erhalten, wihrend anderes etwa auftretendes 
Koagulierbares Eiweif gefallt wird. 
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Da Brauer mit Hilfe dieser Methode gezeigt hat, dal 
koagulierbares Eiweib in der dem = lebenden, gesunden Tier 
enthommenen Galle meht vorkommt, so wird man sein Auf- 
treten als die Folge pathologischer Verhiiltnisse der Gallen- 
sekretion zu deuten berechtigt sein. 

Kine weitere Methode, sich iiber das Auftreten von ver- 
mehrtem Eiweii in der Galle Aufschlub zu verschaffen, bietet 
die Stickstoffbestimmung des Alkoholmederschlages der Galle 
nach 

Da aber dieser Alkoholniederschlag neben etwaigem ander- 
weiligen) Eiweib stets auch das Mucin der Galle enthiilt, da 
ferner die Gallenfarbstoffe weehselnder Menge darin ent- 
halten sind, so sind diese Eiweibstickstoffwerte nicht eindeutig. 
Durch konstantes Einfiihren der Kaniile bis zu moeglichst grober 
Tiefe kann man darnach streben, den Mueinanteil, der gréften- 
teils den letzten abfithrenden Gallenwegen entstamme, modelichs! 
einzuschrinken, wiahrend man zur Priifung der Konstanz i 
der Farbstoffbeimischung auf das Auge angewlesen ist. 

Mbenfalls nach der Kyeldahl-Methode haben wir ferner 
an jeder Gallenprobe den Gesamtstickstoffgehalt festgestellt. 
Neben den schon in der vorigen Probe auf Eiweibstickstotf eut- 
haltenen Korpern kommen hier als normal schon in der Galle 
enthaltene Bestandteile in Betracht: Gallenfarbstoffe, Lecithin, 
Gallensituren und Harnstoff. pathologisch noch andere 
N-haltige Korper in der Galle auftreten kénnen, etwa wie Aim- 
moniak im Harn, dariiber ist) wenig bekannt. Nur Lecithin 
und Tyrosin sollen bei akuter gelber Leberatrophie und be: 
Typhus beobachtet) worden sein. 

Weit einfacher als der Nachweis von Eiweif in der Galle 
ist derjenige von Zucker, dessen Vorkommen in der normalen 
Galle von cinigen) Forschern wie Naunyn und Harley  be- 
hauptet, durch Brauers Versuch jedoch widerlegt worden ts!. 
Wir bedienten uns der auch von Brauer angewandten Fehling- 
schen Probe. 

Lin cin objektives fiir den Grad der Dicktliissigket! 
der Galle zu haben, wurde das Viskosimeter zu Hilfe gezogen 
Ks war dies um so wiinschenswerter, als viskosimetrische 
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stimmungen der Galle bisher nicht vorliegen. Verfasser bediente 
sich hierzu des von André Maver im Jahrgang 1901 der 
Société de Biologie S. 1140 beschriebenen sehr einfachen Appa- 
rales. Die Kapazitiit der Aufnahmekugel betrug einschieblich 
der U-fOrmigen Glasrohre fiir unser Viskosimeter 2,2 cem. 

Der vorher festgestellte Viskositiitswert fiir destilliertes 
Wasser ergab fiir dasselbe, gemessen in einem Wasserbade 
von 40° C., genau 20,0 sec.: auf diesen sind also die- spiiter 
mitgeteilten Werte der Gallenviskositaéit beziehen., 

Das spezilische Gewicht wurde mit der Mohrschen Wage 
ermittelt. Schheblich wurde, tm Hinblick auf die bemerkens- 
werten Befunde, die Prof. Brauer bei seinen Versuchen mit 
Alkoholintoxikation erhoben hat, stets ein Quantum Galle nach 
eehoriger Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung zentri- 
fugiert und das Sediment mikroskopisch untersucht. 


2. Versuchsanordnung, 


Als’ Versuchstiere wurden grobere Hunde von 18 
resp. 20 kg Gewicht gewahlt und beiden Tieren am gleichen 
Tage, dem 22. V. 03, Gallenfisteln mit Vernihung der vorge- 
Gallenblasenwand an die Bauchwand angelegt. Die 
Kinmiindung des Choledochus in das Duodenum wurde geschont, 
sodab der Abflub von Galle in den Darm gewahrt blieb. Da 
die Tiere sich auberdem die abtliebende Galle gegenseitig gierig 


ableckten, so steht zu erwarten, das « Gallensiiuregleichge- 
wieht>, um mit Brauer zu reden, bei unseren Versuchen ge- 
nuigend gewahrt ist. 

Nach sicherer Vernarbung wurden am 16. VI, also 25 
Tage nach der Operation, mit dem Hunde tastende Versuche 
begonnen. Bei der Hiindin erlitten dieselben eine unliebsame 
Unterbrechung, da blutendes Narbengewebe cine kleine Naeh- 
operation notig machte. Nach Beseitigung desselben und ab- 
gelaufener Heilung konnten am 13. VIL. die Versuehe auch 
mit diesem Tier fortgefiihrt werden. 

Zur Durchfithrung aller im vorigen Paragraphen angegebenen 
Bestimmungen waren jedesmal etwa 20 cem Galle nétig. Um 
diese Menge zu gewinnen, wurde das Versuchstier in der auch 
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von Prof. Brauer benutzten und beschriebenen Vorrichtung 
aufvestellt gehalten, bis mindestens obengenanntes Quantum 
durch die eingefiihrte Kaniile in den angehingten Glaskolben 
gelaufen war. 

Wie bereits oben angeftihrt, wurde dabet die Kaniile bis 
zu einer bestimmten Marke eingefiihrt stetig kontrolliert, 
sie sich nicht aus der Fistel herausschob, withrend sie 
durch Binden in ihrer Stellung fixiert gehalten war. Und zwar 
velang es ber dem Hunde, bis 15 em vom Ausgane der Fistel 
an gerechnet einzugehen, wiithrend bei der Hiindin dies Mah 
12 war. Die abthebende Galle wurde stiandig tiberwacht, 
sodal} sieh jede Beimischung von Blut oder Schleimflocken so- 
fort verraten mubte. Ber dem Phosphorhund hat gegen das 
Knde der Vergiftung hin durch Katarrh der Gallenwege  be- 
dingte Vermehrung der Schleimabsonderung stattgefunden, denn 
es zeigten sich dicke Massen wenig geliirbten Schleimes am 
Ausgang der Fistel. Dieser vermehrte Schleim gelangte jedoch 
nicht in die Kaniile und wurde stets sorgsam entfernt, um seinen 
Ubertritt, in den iibrigens durch Gummistépsel verschlossenen 
Gilaskolben zu verhindern, 

Die aufgefangene Galle wurde stets sofort in unmittel- 
harem Anschlub an die Enthahme derselben verarbeitet. Wir 
diirfen also durchaus sicher sein, dab irgendwelche Umsetzungs- 
prozesse an derselben noch nicht Platz gegriffen haben. 


$3. Untersuchung normaler Galle. 


In der folgenden Tabelle sind die Werte) zusammen- 
gestellt, welche die Priifung der dem gesunden Hunde dureh 
die Gallentistel abgeflossenen Galle ergab. 

Z7u den Zahlen der Tabelle ist wenig hinzuzufiigen : 

Die notierten Gallenmengen zeigen die erwarteten, groben 
Schwankungen. Die besonders hohen Zahlen der letzten beiden 
Beobachtungstage, an denen die Gallenentnahme nieht morgens, 
sondern nachmittags stattfand, erklirt sich wohl im Sinne der 
Pawlowschen Untersuchungen aus der eingetretenen Fett- 
verdauung, die dem vormittags niichternen Hunde fehite. 
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Tabelle 


| 23. Juni 25. Juni 1. Juli 4 Juhi 6. Juh | 7. Juhi ‘ 
morgens | morgens morgens | morgens nachm, | nachin. 
Uhr | Uhr} 9—11 Uhr | 9—11 Uhr 3—4 Uhr Uhr 
| 45 cem ‘ccm | 28 cem | d0 com 28 com 
Gallenmenge | | 
| Griinlich-braun nver- Braunlich-griin, dunkler, Heller, mehr lelativ hell, 
iindert dunkler jaber eruner’  priiuntich braunlich 
dicker | Kaum | Nur wenig 
honsistenz | Wenig dick Desgl. | Dicker | diinner als diinner als 
als bisher | vorgestern | gestern 
Sichthbare Bei-| Weder Blut Kein Blut, | Kein Blut, ; Kein Blut, | Kein Blut Kein Blut, 
| noch etwas etwas wenig 
miscnungen noch Schleim Schleim jnoch Schleim) Sehieim Schleim Schleim 
Reaktion Alkalisch Alkalisch | Alkalisch | Alkalisch) Neutral 
| alkalisch 
LO16 101d 1025 1028 L024 
Gewicht j 
| | | 
| Keine Kein Nieder-| 
| N | oN J Fallung,aber| schlag, aber | 
hochprobe | Negativ | Negativ |  Negativ Spur schwache 
: paleszenz 
Opaleszenz Opaleszenz 
| 
Zuckerprobe | Negativ | Negativ | Negativ Negativ | Negativ Negativ 
| | | | | 
mM 
13.16 mg | 1316 mg 14,92 me 13.86 mg 
\lk.-Niedersehl. mg 3.06 mg) 80S mg 2,24 mg 
In > cem 
Mikro skopi- Detritus, Farb- Wie Nichts Histologt- Keine | Derselbe Wie 
massen, nichts | sches, nur ge- |Zellen, keine Befund wie 
scher Befund Histologisches | gestern farbter Detritus.) Zylinder friher | friiher 
| einige Kristalle 


Die Tabelle ergibt ferner ein Ansteigen der Werte des 
spezifischen Gewichts, sowie die Viskositiitswerte. Das hochste 
<pezitische Gewicht 1028 wurde an demselben Nachmittag ge- 
funden, an welchem durch die lebhafte Verdauung des Theres 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. NLL. 
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die Absonderungsgeschwindigkeit und ebenso die Viskositiit 
besonders war. Dab wihrend der Verdauung mehr Salze 
mit der Galle sezerniert werden, dagegen weniger Mucin, 
Taurocholsiiure und Atherextraktstoffe, hat schon Hoppe- 
Seyler angegeben. Rh. Tlromas hat es seiner Arbeit 
Uber dic Abhiingigkeit der Absonderung und Zusammensetzung 
der Galle von der Nahrung» (Strabburg 1890) fiir Fleisch- 
nahrung bestiitiet. 

Die Kjeldahl-bestimmungen ergaben fiir den Gesamt- 
stickstoff eine gute Konstanz, wihrend der Stickstoff des Alkohol- 
niederschlags innerhalb der 4 untersuchten Tage, die den Zeit- 
raum einer Woche umspannen, bis unter die Hiilfte des An- 
fangwertes allmihlich herabgesunken ist. —- Einige Worte noch 
iiber die Resultate der qualitativen Proben auf koagulierbares 
BKiweib. Wiihrend sich an den 3 ersten Tagen beim Kochen 
der vorsichtig, aber bis zur deutheh sauren Reaktion ange- 
siiuerten, klar gebliebenen Galle auch nicht die geringste Ver- 
iinderung zeigte, ist an den 3 letzten Tagen eine Spur Opa- 
leszenz bemerkt. Dieselbe ist jedoch nicht entferntesten 
zu vergleichen mit dem, was sich uns spiiter als Triibung zeiete 
und ganz deutlich auf gefalltes Kiweib gedeutel werden mubte. 

Die Farbenbestimmungen zeigen, dab im allgemeinen bet 
erober Absonderungseeschwindigkeit die Galle weniger Farb- 
stolf enthiilt, und dab im tibrigen bald der griinfairbende Faktor 
vor dem. rotbraunfiirbenden in den Vordergrund tritt, bald 
umegekehrt. Wir werden das bei den spater zu schildernden Ver- 
suchen mit pathologischer Galle noch deutlicher bemerken konnen. 

Wir lassen hier zuniichst die Werte folgen, welche das 
zweite Versuchstier, die Hiindin, bei den analog ausgefthrten 
Versuchen darbot. 

Bin Vergleich mit Tabelle lehrt, fiir die Hiindin 
alle Werte eine grébere Konstanz zeigen als fiir den Hund. 
Die Gallenmenge in der Zeiteimheit ist fiir alle Tage ungefahr 
die eleiche. 

Die Kochproben auf koagulierbares Eiweib, die vor der 
Nachoperation wegen Anwesenheit von selbstverstiindlich 
Triibung ergeben hatten, fielen nachher absolut negativ aus. 
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2. Juli 


| vorm, 
Tageszeit | 


Uhr) 9—11 Uhr 


6. Juli 7. Juli 


| 13. Juhi 


nach. 
| Uhr 


14. Juli 
nachm, 


i—5'), Uhr 


Gewonnene 
20) cem 
Gallenmenge 


Griinlich- 


Farbe 
braun, klar 
Mafiig 
Konsistenz 
dick 


Deutlich 
mehrere 


Sichtbare 


mischungen 


Reaktion 


Spezif. Gew. | 1012 
Viskositiit 55,2 

Leichte 
Kochprobe 

| Triibung 

Zuckerprobe | Negativ 
Stickstoff des | 
Alk.-Niederschl. 7,14 mg 


in 5 ccm 


Gesamt-N in 
ccm 


2.66 mg 
Mikroskopi- 


blutfreien 


Probe 


Blutkoagula | 


| | 


| 


Keine histo-| 
logische Ele- 


scher Befund mente in der, 


| | 
Ein Vergleich der N-Werte aus 


vorm. yorm. 
8—11 Uhr 
| Wenige 
20 ccm | : 
Propfen 
Nicht 


Briiunlich dunkler al; 


gestern 


Diinn- 


fliissig 

der Fiste 
Versuche 
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wegen Blutbeimischung nicht in Betracht kommen, so muf 
man die Zahlen 26 und 27 der beiden letzten Versuchstage, 
also die normalen, fia die Hiindin ansehen. Wiihrend also 
fiir dieses Tier die Viskositiit der Galle wenig hoher war als 
die des destillierten Wassers, ist sie bei dem Hunde durch- 
schnittlich 3mal so hoch ermittelt: worden. 

Die mikroskopische Untersuchung des durch lingeres 
Zentrifugieren von verdiinnter Galle gebildeten Niederschlages 
hatte ber beiden Tieren dieselben Bilder geliefert: 

Massen von Detritus, mehr oder weniger briiunlich gefirbt, 
darunter kristallinische gefiirbte Gebilde, aber keine deutliche 
Zellen noch sonstige histologische Bestandteile. 


S 4 Bisherige Resultate von Gallenuntersuchungen 
nach Phosphor- und Arsenintoxikation. 


So ansehiniich die Zahl der experimentelien Arbeiten tiber 
die Wirkung des Arsens und des Phosphors auf die Leber 
auch ist, so hat sich die tiberwiegende Mehrzahl der Forscher 
mit den durch diese Gifte gesetzten Gewebsveriinderungen be- 
schiiftigs und nur einer hat eine planvolle Erforschung des 
durch Phosphor und Arsen beeinflubten Lebersekrets nach 
Anlegung von Gallenfisteln an Hunden versucht, Stadelmann 
(Der Ikterus, S. 176 ff.) 

Dem Phosphor schreibt Stadelinann einen spezifischen, die >e- 
kretion anregenden Eintluf\ auf die Leberzellen zu: vermehrte Gallen- 
farbstoffausscheidung, Dunkelwerden der Galle ist die Folge. 

Den Grund fiir die Vermehrung des Gallenfarbstoffs sieht Stade]- 
mann mit Frinkel. R6hmann u. a. in der Zerst6rung der roten 
BlutkGrperchen durch den Phosphor. Der fret werdende Blutfarbstoff 
wird dann in der Leber zu Gallenfarbstoff umgewandelt. Abnlich kann 
man gelegentlich bei Injektion von Hiimoglobin in die Blutbahn eine 
Verminderung der Gallenmenge mif Vermehrung des Farbstoffs in der- 
selben beobachten. — Wiihrend so im ersten Stadium der Phosphor die 
Bildung von Gallenfarbstoff begiinstigt, folgt auf die anfiingliche Ver- 
mehrung bald erm 2. Stadium der Abnahme der Gailensekretion tiber- 
haupt. Gleichzeitig hat Stadelmann die Menge der ausgeschiedenen 
Gallensiuren eher vermindert als vermehrt gefunden, eine Tatsache. fiir 
die Brauer (Untersuchungen iiber die Leber, Diese Zeitschrift, Bd. XL. 
=. 186 ff. in dem Fortfall des intermediéiren Gallenkreislaufs der Gallen- 
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siuren, Ernihrungsstérungen u. a. plausible Griinde gefunden hat. 
Zwischen beiden Stadien schiebt sich ein Zwischenraum von 2—3 mal 
24 Stunden ein, in welchem an der Galle keine Abnormititen sichtbar 
sind. Im 3. Stadium beginnt die Galle wieder klarer, dunkler, reicher 
an Farbstoff zu werden, wihrend gleichzeitig der im 2. Stadium gesetzte 
Icterus der Gewebe abnimmt. Die Gallensiitureausscheidung sinkt durch 
alle drei Stadien stetig. 

Das Endresultat der Arsenversuche Stadelmanns. stimmt mit 
dem der Phosphorversuche in den Hauptpunkten tiberein. Es stellte sich 
heraus, daf\ die Bilirubinausscheidung durch die Galle bis zum 3! 2fachen 
des Normalen vermelirt war. Gleichzeitig fand aber eine Verminderung 
der Gallenquantitaét statt, die Galle wurde dickfliissiger, dunkler und auber- 
ordentlich ziihe. Und ganz analog wie der Phosphor bewirkt auch die 
Arsenvergiftung eine sehr bedeutende Abnahme der ausgeschiedenen 
Gallensiiure, so dafs letztere bis auf ' 10 des normalen Wertes herunter- 
gehen kann, 


Eigene Phosphorversuche. 

Nach Festlegung der normalen Gallenwerte fiir den Hund 
(Tab. I) wurde am 7. Juli mit der Phosphorintoxikation  be- 
gonnen, Verf. bediente sich dazu der subkutanen Applikations- 
art, deren Vorziige vor der Darreichung per os schon Auf- 
recht, Dinkler u. a. erdrtert haben. Zur Anwendung gelangte 
eine moglichst gesittigte Losung von Phosphor Olivenol. 
Hiervon wurde dem Hund zundachst 1 subkutan eimge- 
spritzt. Nachdem dieselbe Dosis im Zeitabstande von je 2mal 
2% Stunden noch 2mal wiederholt war, wurde zur Steigerung 
der Giftwirkung die gleiche Dosis schon nach ca. 36 Stunden 
und nach wiederum 36 Stunden die 5. Dosis gegeben. Der 
6. Injektion, welche nach 24 Stunden folgte, erlag das Versuchstier. 

In nachstehender Tabelle Ill sind die innerhalb der Zeit 
vom 7. bis 15. Juli gewonnenen Werte und Beobachtungen 
zusammengestellt. 

Z7uniichst ersieht man aus unserer Tabelle, dali das sub- 
jektive Befinden des Tieres sich nicht sofort verschlechtert, 
sondern zuniichst eine Zeit unveri’nderten Wohlbetindens 
folgt. Dieselbe hat bet uns bis zur 4. Injektion angehalten. 
Kin euphorisches Stadium, das nach dem antiinglichen Erbrechen 
2—3 Tage anhiilt, wird auch nach Vergiftungsfiillen ber Menschen 
beschrieben. 
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Tabelle U1. 


8. Juli Q Juli | 10. 13. Juhi 14. Juh 1d. Juli 15. Juhi 
Zeitraum 16 Stunden! 46 Stunden 24+ Stunden 40 Stunden 20 Stunden 18 Stunden 23 Stunden 
soi ieee nach der nach der nach der nach der nach der nach der nach der 
os ersten ersten zweiten © dritten vierten fiinften fiinften 
Injektion [yjektion | Injektion | Injektion Injektion Injektion | Injektion Injektion 
| . 
Gut, Weniger  Sichtlich 
Unverindert) wunterkeit, | Unverandert) unter, matter, (Noch matter. 
efinden gut, munter, Appetit | munter, gut, magerer, 
Appe frifit nur riftt nicht 
me rut | mr ty frill 
Appetit gu unverandert) frift gut weniger noch wenig 
(re- 
wonnene 30 cem 30 cem | 35 cem 20 cem 22 ccm 5 eem 
Gallen- jn St. in St.) in Ye St. in 1/2 Stein 242 St. in 2 St. in 3 Stunden 
menge 
| 
Wie friiher IKtwasheller Dunkler, dunkel, Tief dunkel,| Tief dunkel 
Farbe Dunkler | undureh- 
braun-griin gestern sichtig triib triib 
Schmierig- 
Be- Weder ‘Klar, ohne Sehr dick- Dick. ohne. wiederholte = 
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heit sichtbar  mischungen| Oder Blut ohne Blut noch Blut aus der Tiefe . 
der Leber Blut a 
Reaktion Alkalisch Alkalisch | Alkalisch | Alkalisch Alkalisch Alkalisch | Alkalisch 
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Dentliche iDeutlicher 
hoch- Pribung, Peutlich | Nur Spur | flockiger und Aus- 
nach Stehen Nj chei Stark posits 
sodensatz | ag bl 
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Sehr deutlich zeigen unsere Werte das erste der Stadel- 
mannschen Stadien bet Phosphorintoxikation, das durch Ver- 
mehrung der sekretorischen Tiitigkeit der Leberzellen charak- 
terisiert ist. Zwar bewegten sich unsere normalen Bestimm- 
ungen (Tab. I) an den letzten 3 Tagen schon in recht hohen 
Werten — am 6. VIL waren es 50 cem in 1 Stunde — 
doch werden diese Zahlen noch iibertroffen von den Werten 
am 9, und 10. Juli, an welchen unter der Wirkune der 2 ersten 
Dosen Phosphordl 30 resp. 35 cem Galle in Stunde ge- 
wonnen wurden, Nach der 3. Injektion beginnt das 2. Stadium, 
das rasche Absinken der Absonderungsgeschwindigkeit. Freilich 
wird man neben der gesteigerten Giftwirkung auch dic ver- 
minderte und sehlieblich ganz aussetzende Freblust des Tieres 
hierfiir verantwortlich zu machen haben. Mit der Wirkung 
der 5. Injektion tritt schon ein fast giinzliches Versagen des 
Gallenabflusses ein. Dafiir flieBbt jetzt eine blutiithnliche braun- 
rote Fliissigkeit) aus der Lebertiefe, die sieh durch relativ 
dunklere Farbe und ihre Dickfliissigkeit deutlich von normalem 
Blut unterscheidet. Stadelmann, der iihnliches beobachtet, 
weist den Gedanken, dab es sich um beginnende Hiimoglo- 
binocholie handle, zuriick und sieht die Ursache in einer Liision 
der Fistelwand. Andere wie Filehne wollen Haimoglobinocholie 
nach Applikationen von blutaufldsenden Mitteln hiiufig bei 
Kaninchen, nicht aber bei Hunden gesehen haben. Wert- 
heimer und Meyer bezeichnen Hiimoglobinocholie selbst nach 
intravendsen Injektionen grober Mengen von Hiimoglobin, denen 
starke Hiimoglobinurie folgte, als eine Seltenheit. 

Die mikroskopische Untersuchung des Sekrets ergab neben 
intakten roten BlutkOrperchen zahlreiche Ponficksche Schatten. 
Zu einer spektroskopischen Untersuchung kam es infolge ein- 
tretenden exitus des Tieres nicht, so dab wir die Entscheidung 
der Frage offen lassen miissen. 

Die Farbe der Galle wurde schon nach der ersten In- 


jektion dunkler; jedoch begann die Farbstoffbildung nicht sofort, 


sie war 16 Stunden nach der Injektion noch nicht wahrzu- 
nehmen; wohl aber schon ganz ausgesprochen nach weiteren 
20 Stunden. Eine Sonderstellung nimmt sowohl hier als auch 
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hinsichtlich aller tubrigen Bestimmungen der 10. Juli ein; mit 
seinen dem Normalen nahestehenden Werten wiirde er der 
zwischen 1. und 2. Stadium legenden «intermediiiren Pause» 
Stadelmanns entsprechen. 

Diese intermediiire Pause lagert er (S. 249) vor dem 
Absinken der anfanglich gesteigerten Gallenabsonderung, was 
mit unserer Beobachtung stimmt. 

lim dieselbe Zeit soil nach Stadelmann auch die be- 
deutend vermehrte Absonderung ziihen Schleims einsetzen; auch 
diese Beobachtung kénnen wir bestiitigen, aber unsere Versuche 
zeigen auch, dal derselbe im wesentlichen den letzten Strecken 
der Ausfiihrungswege entstammt und nicht so sehr den mehr 
zentralern; denn er floB nicht durch die Kanitile ab, sondern 
umgab den Ausgang der FistelOffnung. Auf dasselbe Verhalten 
weisen auch unsere viskosimetrischen Messungen hin; dieselben 
zeigen keine wesentliche Erhéhung der Werte gegentiber den 
Normalbestimmungen. 

Vergleichen wir die Werte fiir das spezifische Gewicht 
unserer Tabelle mit denen der zugehérigen Tabelle I, so ist 
eine leichte Erhéhung derselben zu erkennen. 

Vielleicht das interessanteste Ergebnis lieferten die Proben 
auf koagulierbares Eiweil. Gleich nach der ersten Injektion 
stellte sich eine so starke Albuminocholie ein, daB eine ganz 
deutliche intensive Triibung der vorher durchsichtig klaren Galle 
entstand. Nach kurzem Stehen lag diese Eiweibfallung als deut- 
licher Niederschlag auf dem Boden. Dieses positive Ergebnis 


') Freilich soll nicht geleugnet werden, dafi die Phosphorvergiftung 
auch einen Katarrh der feineren Gallenwege zustande bringt. Ein Katarrh 
der makroskopisch sichtbaren feinen Gallengiinge ist von W. Ebstein 
schon 1868 an menschlichen Phosphorleichen beschrieben und der gleich- 
zeitig vorhandene Icterus hierdurch erkliirt werden. (Archiv fiir Heilkunde, 
9. Jahrg., S. 219.) Und schon vorher haben Wyss und Alter dieselben 
Tatsachen experimentell an Hunden festgestellt. — Angesichts unserer 
obigen Bemerkungen erhebt sich jedoch die Frage, ob man wirklich be- 
rechtigt ist, den Grund des Icterus bei Phosphorvergiftung in einer Re- 
sorption der wegen ihrer Zihigkeit nicht abflieSenden pleiochromen Galle 
zu erblicken. Jedenfalls wiiren viskosimetrische Messungen hier sehr zu 
wiinschen. 
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der Eiweibprobe wurde mit jedem Tage deutlicher — mit Aus- 
nahme des als «<intermediiére Pause» aufzufassenden 10. Juli. 
Abgesehen von dieser Besonderheit verhiilt sich also die Schii- 
digung der Leberfunktion durch Phosphor genau so wie die 
durch Alkohol: es tritt sehr friihe eine Eiweibabscheidune und 
Abfuhr desselben mit dem Lebersekret ein. 

Die Zahlen, welche die Kjeldahl-Bestimmungen ergeben 
haben, zeigen fiir den Gesamtstickstolf eine Zunahme aul fast 
das Doppelte des normalen Betrags. Mit fortschreitender Intoxi- 
kation scheint jedoch dieser Betrag wieder abzusinken, doch 
schloB die versiegende Gallensekretion der zwei letzten Versuchs- 
tage weitere bestimmungen des Gesamitstickstofis aus. Die 
Griinde fiir die gefundene Stickstolfverdoppelung kOnnen nur 
zum geringsten Teil in der Farbstoffvermehrung legen, die 
bekanntlich stets nur einen geringen Anteil der festen Bestand- 
teile der Galle ausmachen und einer Steigerung nur im Rahmen 
von 0,6—0,7 bis 1,3 %/oo der festen Bestandteile  fiithig 
sind. Auch durch das Hinzukommen von Eiweib allein labt 
sich dies N-Anwachsen nicht erkliiren. Ein Blick auf die Tabelle 
geniigt, um zu ersehen, dab zwischen den Zahlen fiir Gesamt-N und 
Stickstoffdes Alkoholniederschlags nicht einmal Parallelitiit besteht. 

Fiir die Urinsekretion, welche ebenfalls eine deutliche 
Vermehrung des Gesamtstickstoffs bei Phosphorvergiftung zeigt, 
ist es Ja nachgewiesen, dab ein nicht unbetriichtlicher Teil des 
Stickstoffs den Kérper als Ammoniak verliBt. Wie man sich 
fiir die Gallensekretion ein Analagon dieses Verhaltens des Stick- 
stoffs zu denken hat, labt sich zuniichst nicht absehen. 

Die mikroskopische Untersuchung zeigte nach der 3. In- 
jektion zum erstenmal deutlich histologische Elemente, die 
in Form und Grédbe auf triibkérnig degenerierte Leberzellen 
hinwiesen. Endlich wenige Stunden vor dem exilus gelang es, 
einzelne Schliuche festzustellen, von denen die cinen mehr 
homogen waren, nur einige wenige Kerne regellos verteilt ent- 
hielten, andere dagegen Schollen einschlossen und dichotomische 
Teilung zeigten, wiaihrend wiederum Kerne nur in kleiner An- 
zahl darin lagen. Diese Bildungen entsprachen also einiger- 
mafen den Brauerschen Zylindern, wie sie dieser bei seinen 
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Alkoholversuchen und Haupt bei Schwefelkohlenstoffvergiftung 
gefunden und beschrieben hat (cf. Brauer, a. a. O., 8. 213 f.), 

Wir sehlieben diesen Abschnitt, indem wir das Ergebnis 
der Sektion, soweit es hier von Interesse ist, anfiigen. Das 
Tier wurde in einer Lache wenig oder gar nicht eeronnenen 
dunkelfarbigen Blutes tot aufgefunden. Aus Mund und Nase 
waren grobere stattgebabte blutungen zu erkennen, ebenso aus 
der FistelOffiung. Die Gewebe zeigten keinen ausgepriigten 
terus. Die Leber bot das typische Bild der Phosphorleber, sie 
war etwas vererobert, von welcher Konsistenz, sehr blutreich. 
Viele parenchymatose Blutungen sind sichtbar: Zeichnung der 
Acint sehr deutlich, die Zellen fettig infiltriert. Nieren etwas 
gveschwollen, Herzmuskel makroskopisch nicht deutlich verfettet. 
Die Pleuren und das Peritoneum zeigen eme grofe Anzahl 
verschiedener grofer, petechialer und groferer Blutungen. Das 
im KOrper enthaltene Blut) gerinnt nicht. Die mikroskopisch 
untersuchten Leberteile ergaben eine ganz auffallend starke Ver- 
iinderung des Leberparenchyms. Die innere Struktur der Acini war 
fast ganz verloren gegangen, von Zellbalkenreihen nichts mehr 
zu ounterscheiden; iiberall ein regelloses Gewirr von mehr 
weniger degenerierten polygonalen Zellen mit teilweise schlecht 
fiirbbarem Wern, triibem Protoplasma und feinkorniger Fett- 
infiltration. Stellenweise starke vacuoliire Degeneration. Blut- 
kOrperchen retchlich zwischen den Zellmassen. Eine Gallengangs- 
wucherung ist nirgends erkennbar, ebenso keine Bindegewebs- 


vermehrang. Alle sichtbaren Gallengiinge — sowohl auf Quer-, 
wie Schriig-. wie Liingsschnitten — sind erfiillt mit einer homo- 


eenen Masse, die sich als Schleim erweist und in welcher Kerne 
eingelagert sind. Auch regelmiibige Nebeneinanderordnungen 
von mehreren Kernen — an einer Stelle waren es 5 — kommen 
vor. Doch unterscheiden sich die Kerne deutlich von den Kernen 
der Wandepithelien nach Grébe und Fiirbung. Die Gallengangs- 
wiinde sind anscheinend iiberall gut erhalten, desquamative 
Prozesse sind nirgends sicher festzustellen. 
6. Kigene Arsenversuche. 

Zur Anwendung kam die namentlich in subkutaner Appli- 

kation sehr bequem zu dosierende Fowlersche Losung. 
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Am 14. Juli bekam die Hiindin als erste Injektion 0,03 ¢ 
Liquor Wali arsenicosi. Nachdem die gleiche Dosis am nichsten 
Tage wiederholt war. wurde die 5. Injektion auf 4 Pravazspritzen 
gesteigert. Am niichstfolgenden Tage fand gelegentlich der 
4. Injektion wiederum eine Steigerung auf 0.05 © statt und 
in gleicher Weise jeden folgenden Tag, mit) Ausnahme des 
19. Juli, an welchem gar keine Injektion gemacht wurde, bis 
mit der 7. Injektion die Dosis 0.08 ¢ Kali arsen, erreicht war. 
Da der Zustand des Tieres, insbesondere die multiplen, hand- 
tellergroBben Hautnekrosen zu eimer raschen Beendigung der 
Versuche trieben, so wurde die & Injektion auf O12 ¢@ ge- 
steigert. Erst der 9. Injektion von O,20 ¢ erlag das Tier. 

Wir lassen wiederum zuniichst eine tabellarische Uber- 
sicht der gewonnenen Werte folgen. 

Hier wie bei den Phosphorversuchen zeigte sich das sub- 
jektive Befinden des Versuchstieres nicht sofort alteriert. Da- 
gegen stellten sich zum Schluf auber den schon erwiihnten 
Hautnekrosen sehr schwere St6rungen ein, die sich bis zur 
Parese der hinteren Extremitiiten steigerten. 

Die von Stadelmann nach Arsen konstatierte Abnahme 
der Gallenquantitiit tritt bei unseren Versuchen erst den 
letzten 2 Tagen in die Erscheinung, d. h. zu einer Zeit, wo 
das Tier zu hungern begann. Die Wirkung des Arsens auf 
das Quantum der Gallensekretion ist) also hier ausgeblieben 
oder doch nicht deutlich. 

Die Farbenbestimmungen zeigen im Gegensatz zu denen 
der Phosphorversuche ein Hellerwerden der Galle, wiihrend 
erst gegen das Ende zu der Gallenfarbstoff zunimmt. Dabei 
war aber bis zum Ende der braune Farbenton der Galle gegen- 
liber dem griinen bedeutend vorherrschend, wiihrend nach 
Phosphor sehr friih die griine gegeniiber der braunen Kompo- 
nente sich im Ubergewieht befand. Méglicherweise ist hierin ein 
Hinweis auf die oxydierende Wirkung des Phosphors gegeben: 
stellt doch das Biliverdin eine Oxydationsstufe des Bilirubins dar. 

Im allgemeinen zeigte sich iiberall eine Parallelitait der 
Konsistenz der Galle mit dem Farbenton dergestalt, dafi die 
hellere Galle zugleich auch die diinnfliissigere, die dunklere zu- 
gleich auch die dickere war. 
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Tabelle am 


15. Juli) 16. Juhi | 17. Juli | 18. 20, Juhi | 2%. Juli | 22. Jul | 23. Juli 3.4 
daner | 24 Std. | 1¢ Std. | 15 Std, 15 Std. 10 Std. | 22 Std. 22 Std. | 20 Std. Sy 
achde ! | 
seit der ") nach der | nach der | nach der nach der | nach der nach der | nach der 
tektion | jektion | 2. Injektion | 3. Injektion | 4 Injektion 5. Injektion | 6. Injektion 7, Injektion 8. Injektion 
Unver- iG Bedeut iia 
™ ‘Gut, munter, yy, on 
findert yatter. doch Unverandert, Etwas | Matt, krank,)V hlech- verschlech- 
Be- erobe friBt Her. gut, | Hautatfekte jtert, Nekro-| tort. 
finden lust gierig unvermin- sezernieren | schri nicht, 
Gew, | vermindert Gew, 17,5 ka! dert stark Fribt hig, heult 
17.5 kg |Gew. 18,0 kg e ribt gut Gew. 17.5 kg’ laut 
‘ wenige | ~ Or ¢ 
CGallen- Tropien 20 com 20 ecm cem ecm 20 ecm | com cem 
menze ingSt. in 142 Stein St.in St.in Stein 1/4 St.) in 3 St. m3 
Farhbe | Weniger ~Anfangs “Auffailend | Ganz auf- Weniger 
det Hell hell, mehr dunkelbraun- hell, fallend hell, hell, vor- Etwas de 
griinbraun, | grin, dann griinlich bernstein- wiegend 
ar dunkilet enig vriiny 
selben Klar klar | heller, klar klar farbig, klar braun 
Relativ | Anfangs | 
Somstige | Kaum faden- Diinn, frei | Sehr diimn-| Weniger | Etwas Schmiecrig- 
| | dicker, frei Ziehend, | 
| kein dann von Blut fliissig. Kein| diinn, kein | lick dick, faden 
| Blut von Blut | \wesentlich /namentlich | 
schaffen- | und Blut noch | Blut noch ziehend, 
het genteim Blut noc h Schleim Schleim Schleim | Schleim | triibe 
jsichtbar Schleim 
| Alkal. | Alkalisch Alkalisch | Alkalisch “Stark alkal, Alkalisch | “Alkalisch Alkalisch ~4 
Spez. few.) — 1022 L019 LO16 1018 1018 | 1026 + 
Viskositit | — | 371 | 324 | 323 | 288 33, 35,7 | 117 : 
Probe auf lic he Starke Starke Triibung | Schwache Deutliche | Erhebliche | Ganz dick: 
keagolier- | Triibung Triibung. | Baden. | Triibung, Triibung, Fallung 
hares fein- = ht- | | flockiger Klein- noch in 
Fiweifs in flockiger satz nach | Bodensatz Nieder- flockige |starker Ver 
der fialle -sehlag {beim Stehen) Stehen /ngch Stehen! — schlag Fallung diinnung 
schlag | | | 
: Sehwach schwach Deutlich Deutlich I 
probe Negativ Negativ Zwetfelhaft is 
im Harn positly positiv positiv 
Negativ Negativ  Negativ Negativ: “Negativ Negativ Negati\ - 
rush 12,6 mg | 9,5 2 mg 742 mg 9,10 mg | 10. | 48 mg + 
| 
Alkohol- | | 
| — | 3,08 mg | 2,38 mg 126 mg | 1,96 mg | 2,24 mg | 2.52 mg 378 me + 
- 
nd | | | 
Viel |Wenig Fett-|Einige kleine Viel klein- |Vielkirnige, Deutliche Viel 
amorphe | trépfchen, kornige | einzelne Zylinder, Zylinder, 
Mi- Massen, | amorphe u. | tropfchen, amorphe mehr homo- fettig infil- | vereinze!! 
teilweise kristalli-  |vielamorphe zusammen- | gene Zylin- trierte grobe Zellen 
kro- schlauch- nische kornige geballte | der; Leber- Leberzellen, Leherzel en 
| artig ange- Massen, |Masse,Deut-, Massen, in zellen deut-  kleinste kleinkorni- 
akon. | — | ordnet, fdurch Farb-fliche Leber- denen lich aufzu- Fett- ges Materia, 
| einige Kri- | stoff gelb | zellen mit  Leberzellen finden. trépfehen in Fett 
Istalle, keine tingiert, kornig trii- liegen. Ein- Wenig vermehrter troptehen 
| ‘Zellen noch} keine deut- | bem Proto- zelne Zylin-  kleinste Zahl. Dane-! viel 
| Zylinder |liche histo-|plasma und der, weniger Fett- iben kérniger| Farbsto! 
logische Be-|Fett gefiillt. homogene — trépfchen Detritus, | 
| standteile | Schlauche, | als kornige Schollen, | 
Kristalle Kristalle 
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Damit stehen die Viskosititsbestimmungen im Einklang: 
sie zeigen im iibrigen kein grofes Anwachsen unter der Arsen- 
wirkung gegeniiber den normalen Werten der zugehorigen 
Tabelle Il. —- Nur der Wert vom Todestage fallt) mit fast dem 
4fachen Betrage der vorherigen Bestimmungen ganz plotzlich 
aus der Reihe und beweist die tiefgreifende Veriinderung der 
Gallensekretion in den letzten Stunden vor dem ‘Tode, Ver- 
finderungen, die wohl in dem massenhaften Ubertritt von Zer- 
fallsprodukten — Zellenmaterial und Fett vor allem 
vermehrtem Farbstoff ihren Grund haben. 


neben 
Vermehrte Schleim- 
absonderung war nicht zu beobachten. 

Die Zahlen fiir das spezifische Gewieht verhalten sich wie 
die der Viskositiit: sie weichen von den Normalwerten desselben 
Tieres nicht allzuviel ab und zeigen eine geniigende Konstanz. 

In einer Hinsicht gleicht die Arsenwirkung auf die Galle 
eiinzlich der des Phosphors: beide bewirken sofort deutliche 
Albuminocholie. beim 
Kochen deutliche Tritbung und feinflockigen Niederschlag: zu 
dieser Zeit erschien weder nach Farbe noch nach 
Konsistenz irgendwie beeinflubl. Von da ab hat die Menge 
des ausgefiillten Eiweibes stetig zugenommen. 


Gleiech die erste Gallenprobe  ergibt 


die Galle 


Die Untersuchung des Harns zeigte nach zwei Injektionen 
noch keine Albuminurie, auch nach der dritten Injektion war 
das Resultat noch zweifelhaft und erst die vierte Injektion lief 
deutliche Triibung erkennen. — Endlich 
Injektion stellte sich ganz deutliche Eiweibausscheidung durch 
den Harn ein. Wir haben also bereits starke Albuminocholie 
zu einer Zeit konstatiert, welcher eine Albuminurie noch 
nicht eingetreten war.?) 


erst nach der sechsten 


') Die etwas schwiichere Triibung am 20. Juli erkliirt sich einmal 
aus der besonders starken Diinnfliissigkeit des Sekrets an diesem Tage: 
vielleicht auch aus dem Abstand von 40 Stunden seit der letzten Injek- 
tion, der eine voriibergehende Erholung des Versuchstieres ermodglichte. 

*) Ber 
(Verhandl. der physikal.-mediz. Gesellschatt z. Wirzburg 1903) gefunden, 


Untersuchungen tiber febrile Albumimurie hat Hallauer 


dafi die pathologischen Veriainderungen, welche bei der Niere die Fiweif- 
ausscheidung durch den Harn bedingen, in entsprechender Weise auch 


hei der Leber Ubertritt von Eiweifs in die Galle bewirken. 
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Die Zuckerproben waren auch hier, wie zu erwarten, 
ginzlich negativ. 

Uberblicken wir den Gang der Stickstoffbestimmungen, 
so zeigt unsere Versuchsreihe folgendes Verhalten: Gleich die 
erste Bestimmnng -— nach der zweiten Injektion — ergibt ein 
Ansteigen des Gesamtstickstoffs fast auf das Doppelte des letzten 
normalen Wertes. Und gleichzeitig wiichst der Stickstoff des 
Alkoholniedersehlages auf mehr als das Dreifache des normaliter 
Gefundenen an. Dann aber gehen unter der Wirkung der dritten 
und vierten Injektion beide Werte bis zum Normalwerte herab. 
Von da ab findet ein Ansteigen statt, sodaB am Tage des ‘Todes 
des Versuchstieres Zahlen gefunden werden, welche die hohen 
anfiinglichen noch tibertreffen. 

Wenn man Stadelmanns Angaben tiber den Anteil der 
und der Guallensiiure in der Gaile nach Arsenver- 
eiitune heranzieht, so miibte man sich vorstellen, dab die an- 
fiinglich hohe Zahl fiir den Gesamtstickstoff erzielt ist, zu 
einer Zeit, wo die Eiweibabscheidung ein Plus von Eiweib der 
Galle zuftihrt, wo aber das Gallensiiuredetizit noch nicht be- 
gonnen hatte,  bBilirubinvermehrung im Sinne Stadelmanus 
noch auberdem heranzuziehen, verbieten unsere Protokolle, die 
Galle wurde nieht dunkler, sondern eher heller. Nach der 
nichsten Injektion beginnt mit zunelmender Giftwirkung die 
bekanntlich bet Arsen besonders starke Abnahme der Gallen- 
siture, wiihrend gleichzeitig ein Plus von Gallenstoffen — wie 
unsere Protokolle besagen — noch nicht eingetreten ist. Daher 
geht die Stickstoffausscheidung durch die Galle herab. Endlich 
wird das durch die fehlenden Gallensiiuren geschaffene Delizit 
durch yvermehrte Bilirubinausscheidung ausgeglichen; die 
weibausscheidung und damit zugleteh die des Gesamtstickstoffs 
steigt wieder an. Ob diese Darlegung zur Erklirung der Zahlen 
unserer Tabelle gentigt, ist’ traglich; eine andere steht aber 
bei unseren bisherigen Kenntnissen nicht zur Verfiigung. — Ins- 
besondere sind die Stoffwechseluntersuchungen bei Arsen- 
vergiftung in ihren Resultaten) zu unsicher und eimander 
widersprechend, als dal} sie hier mit Nutzen heranzuziehen 


wiiren, 
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Zu betonen ist, dah die Reihe der Werte fiir den Gesamt- 
stickstolf hier eine vollige Parallelitiit mit den Bestimmungen 
des Stickstoffis des Alkoholniederschlages zeigt. Doeh auch hier 
laBt sich ebenso wie bei den Phosphorversuchen das Anwachsen 
des Gesamtstickstoffs aus dem des steigenden N im = Alkohol- 
niederschlag nicht vollig herausrechnen, 

Unsere mikroskopischen Befunde ergeben bei einem Ver- 
gleich mit denen nach Phosphor, dai nach Arsen das Fett 
spiter, histologische Bestandteile aber etwas friher zahl- 
reicher in der Galle auftreten. Schon nach der vierten In- 
jektion zeigten sich viele Leberzellea, deren Protoplasma kornig 
getriibt und mit kleinsten Fettkiigel!chen erfiillt ist. Am gleichen 
Tage sind aber schon die bei unseren Phosphorversuchen erst 
am Todestage erscheinenden Brauerschen Zylinder zu finden 
und von da ab hat Verfasser sie regelmibig in jeder Gallen- 
probe vorgefunden. Einzelne derselben zeigten einen mehr 
homogenen fast hyalinen Bau, doch herrschten solche vor, die 
wus mehrkornigen zusammengeballten Massen bestanden. Auch 
vereinzelte Epithelien und Zelixerne hatte Verlasser zu sehen 
Gelegenheit. 

Das Ergebnis der Sektion der Hiindin, die gleich nach eimgetretenem 
Tode ausgefiihrt wurde, war kurz folgendes: 

Die Haut zeigt an verschiedenen Stellen gréfere nekrotische, in 
Abstofung begriffene Teile. an zwei Stellen sind dieselben mehr als hand- 
lellergroh. Starker Haarausfall. 

Ausgesprochener Hydrops anasarka, kein Ascites, Blutgefiibe strotzend 
voll dunklen, geronnenen Blutes, 

Die Leber ist kaum vergrofert, dunkel braunrot, sehr morsch, stark 
hyperiimisch. Acini gut abgegrenzt sichtbar, mit deutlicher Fettintiltration. 

Herzmuskel normal, Nieren sehr prall, Zeichnung der Harnkanalchen 
sehr deutlich, auch hier Hyperiimie, jedoch geringer als in der Leber, 

Der mikroskopische Leberbelund zeigt die Leberbalken schon er- 
halten, durch Hyperiimie auseinandergedriingt, dazwischen viel rote Blut- 
kOrperchen. Fettdegeneration der Leberzellen ist) stellenweise ganz 
charakteristisch, vacuolire in geringerem Grade. In den Gallengiéngen 
sind entziindliche Prozesse wahrscheinlich, man erblickt stellenweise im 
Kpithel derselben zahlreiche Leukocyten, auch tritt deutlich eine Desquama- 
lion des Epithels zu Tage. Die Gallengiinge erschemen grobtenteils 
leer, nur wenige enthalten hyaline Massen mit Kernen dari, Crallen- 


vangs- oder Bindegewebswucherung ist nirgends zu erkennen. 


176 Alfons Pilzecker. — Otto Folin. 


Bei Abfassung dieser Arbeit, welche einer Anregung des 
Herrn Prof. L. Brauer ihre Entstehung verdankt, hatte sich 
Verfasser der freundlichen Unterstiitzung nicht nur dieses Herrn, 
sondern auch des Herrn Prof. Otto Cohnheim zu erfreuen, 
Ihnen, sowie Herrn Prof. "Kossel, dessen freundlichem Ent- 
gegenkommen Verfasser die Erlaubnis zur Anstellung seiner 
Versuche im hiesigen physiologischen Institut) verdankt, ge- 
stattet er sich hermit, schuldigen Dank auszusprechen. 


Bemerkung zu der Erwiderung von Martin Kriiger. 
Von 


Otto Folin. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Jan. 1904.) 


Gegen die Erwiderung von Martin Kriiger Bd. XL, 5. 316 dieser 
Zeitschrift méchte ich nur anfiihren, es sich in der erwahnten Frage 
nicht um «Priorititsrechte» handelt, Fs ist uns ganz klar, daf\ die Kriiger- 
Reichsehen Versuche unabhingig von den in meinem Laboratorium 
ausgetiihrten Versuchen Shaffers waren. Daf’ auch wir bis zur Ver- 
Offentiichung dieser Versuche ohne Kenntnis des in einer Breslauer 
Inaugural-Dissertation beschriebenen Verfahrens waren, hat ja Kriiger 
auch nicht bestritten. Es ist aber klar, dafi Kriiger und Reich, ebenso 
wie Schittenhelm, zur Zeit als sie ihre Arbeiten zum erstenmale in 
einer wissenschaftlichen Zeitschrift publizierten, von den genannten Ver- 
suchen Shaffers Kenntnis haben mufiten. Daf} sie unter solchen Um- 
stinden der Abhandlung Shaffers, die mindestens ebenso zweckmiil\ige 
Versuche und eine weit cingehendere Kritik der in Frage stehenden 
Methodik zur Ammoniakbestimmung enthiilt, mit keiner Silbe Erwiéihnung 
tun, bleibt mir auch jetzt unverstiindlich. 


Tite 
tea 
| 
af 


Uber die Gerinnung der Milch. 


Von 
Dr. A. S. Loevenhart. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins Universitit, 


Baltimore Md.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Januar 1904.) 


Milch gerinnt unter den folgenden Bedingungen: 


1. Beim Stehen erfolgt spontane Gerinnung mit der Bildung 


einer sauren Molke. 


2. Abgestandene und sauer gewordene Milch koaguliert 


beim Erhitzen. 


in einer geschlossenen Rohre. 


rinnung der Milch. 


53. Frische Milch gerinnt beim Zusatz von Siéuren. 
4. Frische Milch gerinnt beim Erhitzen auf 110°—130° 


5. Frische Milch gerinnt beim Erhitzen mit CaCl,,. 
6. Unter geeigneten Bedingungen verursacht Lab die Ge- 


7. Zusatz sehr kleiner Mengen von Lab iindern die Kon- 
sistenz der Milch nicht. Solehe Milch gerinnt jedoch beim Koehen. 


8. Milch gerinnt hiiufig wiihrend eines Gewitters. 
den Grund dieser Erscheinung ist man sich noch nicht klar 


veworden. 
n } 9. Elektrolyse bringt die Milch zum Gerinnen. 
2 | In 1, 3, 4, 8 und 9 ist die Gerinnung auf Rechnung einer 


Saure zu setzen, die das Casein aus seiner Calciumverbindung 


befreit. 


Die Wirkung von Salzen auf Milch. Hammarsten!) 
war der erste, der die Wirkung der Kalksalze auf die Lab- 


‘) Malys Jahresberichte 1872, 1874, 1877. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 
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gerinnung der Milch hervorhob. Nach ihm verlaiuft die Lab- 
gerinnung in zwel Phasen. Die erste Phase besteht in der 
Spaltung des Caseins durch Lab mit der Bildung von wenig 
Molkeneiweib und einer Substanz, die dem urspriinglichen Casein 
sehr iihnlich ist. Diese letztére wird in der zweiten Phase durch 
die Kalksalze gefallt, wahrend das Lab sich passiv verhalt. 
Arthus und Pages!) bestitigten die zweiphasische Natur 
der Labgewinnung. Die beiden letzteren Autoren konnten dies 
in cklatanter Weise zeigen, indem sie gelabte Milch mit einer 
kleinen Menge von Kaliumoxalat behandelten. Wahrend nun 
bei 40° keine Gerinnung eintrat, erfolgte sie sofort auf Zusatz 
einer kleinen Menge CaCl,. Weiterhin sind die Calciumsalze 
imstande, die Gerinnung herbeizufiihren, nachdem das Lab durch 
Erhitzen zerstOrt wurde. Damit ist erwiesen, die beiden 
Faktoren Lab und Calciumsalze in ihrer Wirkung vollig von- 
einander unabhingig sind. Ringer?) versetzte Milch mit wechseln- 
den Mengen CaCl, und beobachtete, dab beim Erwiirmen Ge- 
rinnung eintrat. Je geringer die Menge des zugesetzten CaCl, 
war, desto hoher mubte erhitzt werden, um Gerinnung zu er- 
zielen. Die Wiederholung der Versuche Ringers fiihrte zu 
einigen sehr interessanten Resultaten. Werden 5 ccm Mileh mit 
Q,2 com ™1 CaCl, behandelt und auf 60° erhitzt, so tritt inner- 
halb zwei Minuten vollstindige Gerinnung ein mit Auspressung 
einer klaren Molke nach einiger Zeit. Die Beziehung zwischen 
der Temperatur und der Menge CaCl,, die nétig sind, um zur 
Gerinnung zu fiihren, erhellt aus der beigegebenen ‘Tabelle. 


Menge der Milch Temperatur CaCl, 
ecm ecm 
5,0 60° 0,2 
5,0 80° O,1 
5.0 100° 0,2 


GriBere Mengen von CaCl, verzogern den Eintritt der Ge- 
rinnung oder verhindern sie. Das Optimum ist 0,2 cem "1 CaCl, 
auf 5,0 cem Milch, wie die folgende Tabelle zeigt. Die Temperatur 
war 60°. 


1) Archives de Physiologie 1890, S. 331. 
*) Journal of Physiology 1890, Bd. 11, 5. 464. 
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Milch CaCl, Wasser | 
2 Resultat 
ecm eem | 
5,0! 0,9 Klocken in 5 Minuten 
5,0 0,2 08 Vollige Fillung in 2 Minuten 
5,0 0,3 0.7 Gerinnung in 2 Minuten 
5,0 0,5 0.5 Flocken in 5 Minuten 
5,0 1,0 0,0 Keine Gerinnung nach +3 Minuten. 


Die beschriebene Wirkung des CaCl, ist allen léslichen 
Calciumsalzen, die zur Untersuchung kamen, gemeinsam. Unter- 
sucht wurden, wenn auch nicht quantitativ, die Calciumsalze 
von Brom, Jod, der Salpeter-, Ameisen-, Essig-, Milch-, Salicyl- 
und Phtalséure. Es muf noch darauf hingewiesen werden, dab 
Zusatz von CaCl, Milch auch bei 40° koaguliert. In den darauf 
heziiglichen Versuchen wurden die Korken, Reagensroéhrchen 
und Reagentien gekocht, um jede mogliche Verunreinigung mit 
Lab auszuschlieben. Zu 5,0 com Milch wurden 0,2 com ®1 CaCl, 
und einige Tropfen Toluol zugesetzt, um den Einflub von Bakterien 
zu eliminieren. Diese Mischung wurde bet 40° aufbewahrt. 
Nach 120 Stunden hatte sich ein grobflockiges Prizipitat abge- 
setzt, das die iiberstehende Fliissigkeit ziemlich klar lie}. Dieser 
Versuch libt die Wichtigkeit des Zeitfaktors in unserer Arbeit 
klar hervortreten. Um zu sehen, ob vielleicht das Resultat 
durch einen Gehalt der Milch an Lab beeinflubt ware, wurden 
die Versuche mit gekochter Milch wiederholt. Die Gerinnung 
erfolgte innerhalb von 60—120 Stunden. Der Umstand, dab 
hierbei die gekochte Milch frither koaguliert als die frische, 
beweist, dai Lab nicht in frischer Milch vorkommt. Da CaCl, 
die Wirkung kleiner Mengen Lab bedeutend beschleunigt, so 
hiitten sich selbst Spuren von Lab bei der eingehaltenen Ver- 
suchsanordnung der Entdeckung nicht entziehen sollen. Kon- 
trollen, die an Stelle von CaCl, Wasser oder NaCl enthielten, 
bheben 10 Tage ungeronnen. 

Die beschriebene Wirkung der Calciumsalze auf Milch 
ist nicht nur diesen eigentiimlich. Einen ahnlichen Einflub 
haben die Salze von Lithium, Beryllium, Magnesium, Strontium, 
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Baryum, sowie die Oxydulsalze von Eisen, Kobalt, Nickel und 
Mangan. Die Salze sind in der Reihenfolge der wachsenden 
Intensitiit ihrer Wirkung angefihrt; Calcium steht zwischen 
Baryum und Eisen. Die Schwierigkeiten, eine gentigend reine 
und neutrale Losung von Berylliumchlorid herzustellen, ver- 
hinderte seine genaue Placierung. Es ist jedoch zweifellos, 
daB es in die Reihe der angefiihrten Salze gehort. Aufer den 
Chloriden der Elemente wurden in einigen Fiillen die Nitrate 
und Sulfate in den Bereich der Untersuchung gezogen, ohne 
dafi sich jedoch auffallende Unterschiede bemerkbar machten. 
LiC] hat nur einen schwachen EinfluB auf die Gerinnung der 
Milch. MgCl,, SrCl,, BaCl, zeigen einen regelmiBigen Anstieg 
ihrer Aktivitiit, sind jedoch alle schwiicher als CaCl,, wihrend 
FeCl,, CoCl,, NiCl, und MnCl, stirker sind als CaCl, Die 
Differenz zwischen der Wirksamkeit der letzteren vier Salze 
ist nicht geniigend, um sie genau nach ihrer Aktivitaét anzu- 
ordnen. Auch hier stellte es sich heraus, dafi ein Optimum 
fiir die zugesetzte Menge der Salze existiert, das fiir MnCl, 
bestimmt wurde. Die Temperatur war 40°. 


| Milch | ™/t MnCl, | Wasser | Zeit, in der die Gerinnung erfolgte 
ecm ccm com | 
1.) 5,0 04 03 | 4 Minuten 
2. 50 0.2 0.2 > 
3.1 50 0.3 0.1 > 
4.| 50 0,0 7 
| 


Waurden 2,0 cem ®/: MnCl, zu5,0 ecm Milch zugesetzt, so tral 
selbst nach mehrtéigigem Stehen im Brutschrank bei 40° keine 
Gerinnung ein. In 2 war das Gerinnsel so fest, dai das ROhrehen 
nach 1'/4 Min. umgekehrt werden konnte. 0,2 "1 stellte sich 
auch fiir NiCl, als das Optimum heraus. Dal 0,2 ecm ®/1 von 
CaCl,, MnCl, und NiCl, das Optimum ausmachten, diirfte wohl 
mehr als eine zufiillige Koinzidenz sein. Alle die angefiihrten 
Experimente wurden mit unverdiinnter Milch angestellt und es 
bedarf der Erwiihnung, daB verdiinnte Milch sich etwas ver- 
schieden verhiilt. So koaguliert "/: NiCl, unverdiinnte Milch 


bed 
| 


Uber die Gerinnung der Milch. 181 


nicht bei Zimmertemperatur (21°), wohl aber Milch, die mit 
¢ Teilen Wasser verdiinnt war. Auch die Reaktion der Mischung 
ist nicht gleichgiiltig fiir die Koagulation mittels der gegebenen 
Salze. So wird deren Wirksamkeit durch Alkalinitiit der Mischung 
wesentlich gefordert, wie der folgende Versuch in etwas roher 
Weise zeigt. 

Werden zu 5,0 com Milch 0,3 cem ®/1 NaOH und 1,0 cem 
CaCl, zugesetzt, so scheidet sich bei Zimmertemperatur ein dichtes 
flockiges Priizipitat aus. Werden nur 0,1 "1 NaOH zugefiigt, 
so gerinnt die Mileh nicht mehr bei Zimmertemperatur, sondern 
erst beim Erhitzen. Werden 5,0 Milch mit 0,1 %1 NaOH ge- 
kocht, dann abgekiihlt, so bewirkt Zusatz von 1,0 "/1 CaCl, 
Gerinnung. Wird jedoch vor dem Zusatz des CaCl, neutralisiert, 
so tritt die Gerinnung nicht ein. Werden 100,0 com Mileh in ein 
vleiches Volumen 30°/oiger Essigsiiure langsam eingegossen, 
so erzeugt ein Zusatz von CaCl, zu dieser Mischung Gerinnung 
bei Zimmertemperatur. Versuchte man jedoch das Koagulum 
von der Zentrifuge mit Wasser zu waschen, so wurde es ge- 
latinds. Erneuter Zusatz von CaCl, fiihrte wiederum zur Ge- 
rinnung. 

varacasein: Nach Hammarsten besteht die Wirkung 
des Lab auf Milch in einer Spaltung des Caseins in Molken- 
eiwelB und Paracasein. Paracasein ist eine dem Casein sehr 
ithnliche Substanz und unterscheidet sich anscheinend von 
letzterem nur dadurch, dah es von Calciumsalzen schon bei 
gewoOhnlicher Temperatur koaguliert wird, wahrend Casein erst 
bei héheren Temperaturen ausfallt. Es wurde jedoch gezeigt, 
dai CaCl, bei 85—40° imstande ist, Milch zu koagulieren, nur 
daB es dazu einer viel liingeren Zeit bedarf. Demnach scheint 
in bezug auf CaCl, nur ein quantitativer Unterschied zwischen 
Casein und Paracasein zu bestehen. Diese Tatsache forderte 
zu einem Vergleich im Verhalten der Casein und Paracasein 
fillenden Mittel im allgemeinen gegeniiber auf. Die Fillbarkeit 
der beiden Korper mit Salzen, Siituren und Alkohol wurde unter 
gleichen Bedingungen verglichen. Die ParacaseinlOsungen wurden 
so hergestellt, da dreifach verdiinnte Milch mit einer kleinen 
Menge einer 0,1°/oigen Lablésung (Parke, Davis & Co.) behandelt 
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wurde. Nach einiger Zeit war die Labwirkung beendet, dann 
wurde das Gemisch mit einem gleichen Volumen Wasser ver- 
diinnt, geniigend gekocht, um das Lab zu zerstéren, und abge- 
kiihlt. Die Caseinlésung wurde genau ebenso hergestellt, nur 
dali die Labl6sung vor dem Zusatz gekocht wurde. Auf diese 
Weise schien es besser méglich, zu vergleichbaren Resultaten 
zu gelangen, als wenn die -isolierten Eiweibkorper zur Ver- 
wendung gekommen wiiren. Wenn nicht besonders erwiihnt. 
so wurden zu allen Vergleichen solche Losungen verwendet. 
Die Paracaseinlésung wird mit CaCl, leicht bei Zimmertemperatur 
gefiillt, die Caseiniésung nicht. Es stellte sich heraus, dab alle jene 
oben erwiihnten Salze, die Caseinlésungen (Milch) bei hoheren 
Temperaturen koagulierten, auch fahig waren, ParacaseinloOsungen 
fiillen, und zwar geniigten hierzu kleinere Mengen und 
niederere Temperaturen. Umgekehrt sind alle Salze, die Para- 
easeine bei Zimmertemperatur fiillen, auch imstande, Caseine 
zu fiillen, nur es groBerer Mengen der Salze und hodherer 
Temperaturen bedarf. Die Reihenfolge, in welcher die Salze 
gemiih ihrer Aktivitiit stehen, ist) dieselbe, wie sie oben ge- 
geben wurde.?) Daraus sich sehlieben, daB die Fillung 
von Casein und Paracasein von derselben Kigenschaft der ver- 
schiedenen Salze und der fraglichen Kiweibkérper abhiingig 
ist. In allen Versuchen konnte nur ein quantitativer Unter- 
schied zwischen der Fiillung des Casein und der des Paracascins 
festgestelit’ werden. 

Die Metalle zerfallen beziiglich der Wirksamkeit ihrer 
Salze auf Casein und Paracasein in drei Gruppen; 1. solche, 
die weder Casein noch Paracasein fiillen; 2. solche, die Para- 
vasein bei Zimmertemperatur rasch fallen, Casein jedoch nur 
bei hdheren Temperaturen; 3. solche, die beide raseh bei 
Zimmertemperatur fiillen. Zur ersten Gruppe gehéren die 
stiirksten Metalle wie Natrium, Kalium und auch Ammonium, 
zur zweiten Magnesium, Calcium, Strontium, Baryum, sowie 
Mangano-, Ferro-, Kobalto- und Nikelo-Salze. Die anderen 
Schwermetalle sowie Ferrisalze bilden die dritte Gruppe. Die 


') Lundberg-Malys Jahresbericht (1876) S.11 zeigte, dafs Magne- 
sium-, sowie Strontium- und Baryumsalze Paracasein als Kiise fallen. 
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einzelnen Gruppen sind nicht scharf von einander getrennt, 
sondern gehen allmiéhlich ineinander iiber. vermittelt 
Lithium den Ubergang von der ersten zur zweiten Gruppe, da 
es Casein und Paracasein nur mit Schwierigkeit und nur, wenn 
in relativ groben Mengen angewandt, fiillt. Osborne?) teilt die 
Salze des Caseins in zwel Klassen. Die Charakteristika der 
Klasse a, zu der das Mg-, Ca-, Sr- und Ba-Salz des Caseins 
gehort, sind: 1. Sie werden aus ihren Losungen von irgend 
einer fein zerteilten Substanz gefallt und sind unfiihig, ein 
Tonfilter zu passieren. 2. thre LOsungen sind ziemlich opales- 
zent. 3. Beim Erwiirmen der Losungen auf 35—40° stellt 
sich eine Triibung ein, die beim Abkiihlen wieder verschwindet. 
4. Beim lingeren Erhitzen bilden die Losungen Hiiutchen. 5. Die 
LoOsungen reagieren mit Lab. Die zweite Klasse b umfafbt die 
NH,-, Na- und K-Salze des Caseins. Alle eben angefiihrten 
Kigenschaften der Klasse a gehen ihnen ab. Alle Salze haben 
gemeinschaftlich die Fillbarkeit durch Sauren, Alkohol, Halb- 
siittigung mit Ammoniumsulfat und Siittigung mit Magnesiumsultfat. 
Das Lithiumsalz steht zwischen beiden Klassen, es neigt sich 
jedoeh zur Klasse b. Eine deutliche Analogie zwischen Osbornes 
und unseren Beobachtungen ist augenscheinlich. 

Um die Fiillbarkeit des Caseins und Paracaseins durch die 
sewOhnliche Methode der Aussalzung zu untersuchen, wurden 
25,0 com Milch mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und 
5,0 com 0,1°/oige Lablosung zugesetzt.. Nach Beendigung der Lab- 
wirkung (erste Phase) war die Paracaseinlosung fertig. Die Casein- 
losung wurde ebenso zubereitet, nur dab gekochte Lablosung zuge- 
setzt wurde. Zu jedem Versuch wurde 1,0 ecm dieser Lésungen ver- 
wendet. 0,2ccm einer neutralen gesiittigten Ammoniumsulfatlosung 
geniigte, um bei Zimmertemperatur das Paracasein zu_ fallen, 
wihrend Casein nicht gefiilt wurde. Mit groberen Mengen 
von Ammoniumsulfat iinderte sich das Verhalten. folgte 
auf Zusatz von 0,6 ecm unmittelbar eine Ausfiillung des Caseins in 
groben Flocken, wihrend die Fiillung des Paracaseins einige 
Minuten in Anspruch nahm. Auch hier also existiert ein 
Optimum der Salzkonzentration fiir die Fillung dieser Kiweif- 


") Journal of Physiology, Bd. 27, 1901, 5. 398. 
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kérper. Analoge Versuche wurden mit neutralem absoluten 
Alkohol angestellt.. 0,2—0,5 cem Alkohol fiillten das Paracasein, 
nicht aber das Casein. Zusatz von 1,0 cem Alkohol fallt weder 
das eine noch das andere und es bedurfte eines Zusatzes von 
2.5 Alkohol, um eine Filllung zu erzielen. Bei dieser Konzen- 
tration wurde sowohl Casein als auch Paracasein gefillt. Auch 
fiir Alkohol lie® sich demnach ein Optimum der Konzentration. 
fiir die Féallung konstatieren. Mit denselben Losungen von 
Casein und Paracasein wurde ihre Fiillbarkeit durch Essigsiure 
und Salzsiiure bestimmt, sowie der kinflub der Elektrolyten auf 
die Siiurefiillung. Dab Elektrolyten die Saéurefiillung des Caseins 
unginstig beeinflussen, ist bekannt. Eine "/10 Essig- oder Salz- 
siiure wurde beniitzt. In den Versuchen wurde jedesmal 1,0 ccm 
der Casein- oder Paracaseinlosung mit 10,0 com Wasser oder einer 
annéhernd 2 ecm "1 KCl-Losung versetzt und dann die Siiure 
tropfenweise zugefiigt, bis sich ein deutliches Koagulum_ bildete. 


Priiparat Siiure | Losung bendugt 

in ccm 

1. Paracasein Essigsiiure 0.2 

2. > 0,6 

3. Casein , HO 04 

» KCl 1,2 

5. Paracasein Salzsiiure | H,O 0,2 

6, | KCL | 0,35 

7. Casein | 0,25 

| KCl 0.4 
i 


Diese Tabelle zeigt, dab Paracasein weniger Siiure zur 
Fiillung verlangt, als Casein, auberdem, dai die Saurefallung 
beider Substanzen in demselben Grade von Elektrolyten ver- 
hindert wird. 1, 2, 3 und 4 lassen erkennen, daB die Anwesen- 
heit des Salzes einen dreifach grdBberen Séurezusatz bedingt, 
um Casein und Paracasein zu fillen. Aus allen Versuchen 
erhellt, dab eine bedeutende Ahnlichkeit im Verhalten von 
Casein und Paracasein gegeniiber Fillungsmitteln besteht und 
dali der einzige Unterschied zwischen ihnen in dieser Bezie- 
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hung ein quantitativer ist, wobe! Paracasein geringerer Konzen- 
trationen von Salzen, Alkohol und Siiuren zur Ausfiillung bedarf. 
Da die Alkoholfiilang und Aussalzung physikalischer Natur und 
von der Komplexitét der geldsten Substanz abhiingig zu sein 
scheinen, so kénnte man daraus sechlieBen, Paracasein ein 
komplexerer Korper ist als Casein. Diese Zunahme der Kom- 
plexitiit beim Ubergang des Caseins zum Paracasein kiénnte 
physikalischer oder chemischer oder gemischter Natur sein. In 
der Hoffhung, einiges Licht auf diese Frage zu werfen, wurden 
Analysen gemacht von Casein und Paracasein, die auf folgende 
Weise erhalten waren. Ein Liter frischer abgeralimter Milch wurde 
mit 200,0 com "/10 Ammoniumsulfat behandelt und vermittelst 
der Zentrifuge vom Rest des Fettes und vom Calciumoxalat 
befreit. Zu 500.0 com der Mischung wurden 0,05 g Lab in 25,0 cem 
Wasser und 0,5 ccm Toluol zugefiigt. Portion A. Zu Portion B 
wurde an Stelle der frischen gekochte Lablosung zugesetzt. 
Nach dreistiindigem Stehen bei 37° wurden beide Portionen 
mit fiinf Teilen Wasser verdinnt. Kine Probe von A wurde 
mit CaCl, bei Zimmertemperatur gefiilt, eine Probe von B 
nicht, dieser Umstand bewies, dab das Lab eingewirkt hatte. 
A und B wurden nun kurz iiber der freien Flamme aufgekocht, 
abgekiihit und jedes auf 5000.0 com verdiinnt. Ihr Verhalten gegen- 
iiber CaCl, hatte sich nicht geiindert. Beide Portionen wurden 
nun mit je 6,0 ecm 30°/oiger Essigsiiure gefiillt, das Prazipitat mit 
Wasser gewaschen und mit Alkohol, dann Ather getrocknet, 
ohne weiter gereinigt zu werden. Nach finftiigiger Extraktion 
im Soxhlet blieben 11,4 g von A und 12,6 g von B. Asche, 
Stickstoff und Phosphor von beiden wurden bestimmt. 


Asche Stickstoff (Kjeldahl) -hosphor 
0,89°/o 14,82 0,772 
B 0,87 °/o 14,45 0.743 


Da es aussichtslos erschien, auf diesem Wege uber die 
Identitiit oder Verschiedenheit des Caseins und des Paracaseins 
Aufschlu8 zu erlangen, wurde von weiteren Analysen Abstand 
genommen. 

Aus al! den Angaben scheint hervorzugehen, dab bis jetzt 
zwischen Casein und Paracasein keine anderen Unterschiede ge- 
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funden wurden als solche, die einfach auf einer Verschiedenheit 
in der Grobe der Losungsaggregate beruhen ; d. h. das Paracasein 
existiert in LOsang in einem hoheren kolloidalen Zustand und also 
weiter entfernt vom Bereich der wahren Losungen als das Casein. 
Auf diese Weise liebe sich erkliiren, warum Paracasein von 
allen Fillungsmitteln der Kolloide leichter ausgefiillt wird als 
Casein. In bezug auf einige chemisch einfachere Kolloide wurde 
demonstriert.!) dab dieselbe Substanz in verschiedenem kolloi- 
dalen Zustande existieren kann und dab ihre Losungsaggregate 
unter verschiedenen Bedingungen variieren kénnen. Diese Tat- 
sachen lassen es als sehr moglich erscheinen, dali Casein und 
Paracasein chemisch dieselbe Substanz sind, und dab die be- 
obachteten Verschiedenheiten darauf beruhen, das Para- 
casein im Zustande eines hoéheren Grades der Assoziation sich 
befindet, als das Casein. 

Der EinflubB der Decalcifikation auf die Mileh. Labt 
man auf 2.5 cem Milch 1,0 "10 Ammoniumoxalat bei Zimmer- 
temperatur einwirken und fiigt dann 1,0 cem ®/1 CaCl, zu, so 
scheidet sich sofort ein grobes Gerinnsel ab. Die Modglichkeit, 
hierber etwa der entstehende Calciumoxalatniederschlag das 
Kiweif mit sich reiBe, wird dadurch widerlegt, bei etwas 
veriinderter Versuchsanordnung die Reaktion ausbleibt.  Setzt 
man niimlich zur Mileh zuerst das CaCl, und dann das Am- 
moniumoxalat, so tritt keine Eiweiffallung ein. Das Resultat 
dieser Versuche ist ein sehr auffallendes. Es ist klar, dafi das 
Ammoniumoxalat eine Anderung in der Milch setzen mu, welche 
dieselbe durch CaCl, fillbar macht. Andere caseinfiillende 
Reagentien benehmen sich in der gleichen Weise. So konnen 
Natrium- und Kaliumfluorid oder zitronensaures Kalium die 
Stelle des Calciumoxalates einnehmen. Nur muf der caleium- 


') Siehe Paterno, Zeitschr. f. physikal. Chemie, Bd. 4, 1889, S. 457. 
>» Pieton, Journ. Chem. Soc., Bd. 61, 1892, S. 137. 
> Pictonu. Linder, Journ. Chem. Soc., Bd. 61, 1892, S. 148: 
Bd. 67, 1895, S. 63. 
Duclaux, Microbiologie, Paris, Bd. H, 1899, S. 255. 
>» Moore and Parker, American Journal of Physiology, 
Bd. VII, 1902, S. 261. 
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fiillende Korper zuerst zugegeben werden oder die Fiillung bleibt 
aus. Werden geringere Mengen des Oxalates angewendet, so 
man ihm liingere Zeit zur Kinwirkung lassen, ehe das 
Calciumsalz zugesetzt wird, wie aus der beigegebenen Tabelle 
ersichtlich wird. 

Es wurden jedesmal 2.5 Milch mit 0.5 "io Ammonium- 
oxalat versetzt. 


Zeit, die (NH,),C,0, ein- | 
wirkte, bevor CaCl, zugefiigt | 
Resultat 
wurde, 


in Minuten 


| Keine Koagulation 

i | Keine Koagulation 

1 '/2 | Kleine Flocken, unbedeutende Gerinnung 
2 | Kleine Flocken, bessere Gerinnung 

3 | Grofe Flocken, bedeutendes Koagulum 

4: ~ Noch komplettere Gerinnung, klarere Molke. 


Das Filtrat der einzelnen Proben gab immer noch eine 
weitere Fillung mit Essigsiiure, deren Menge mil den Bedingungen 
des Experiments variierte. Wird 1,0 ccm ® 10 Ammoniumoxalat zu 
2.5 ccm Milch zugesetzt, so ist seine Wirkung in weniger als einer 
Minute eine vollstiindige. 400,0 com Milch wurden mit 160,0 cem 
Niio NaFl versetzt und, nachdem diese Mischung 20 Min. bet 
Zimmertemperatur gestanden hatte, 80,0 cem "1 CaCl, zugefiigt. 
Das entstandene grobe Koagulum wurde wiederholt mit Wasser 
sewaschen, dann mit Alkohol und Ather, um schlieBlich drei 
Tage lang im Soxhlet extrahiert zu werden. Die Ausbeute 
betrug 8,9 ¢ eines Korpers, der 20,37°/o Asche enthielt. Die 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 14,48°%0 N, be- 
rechnet fiir das aschenfreie Material. Die ihres Calciums be- 
ranbte Milch gab auch eine Fallung mit Losungen von SrCl,, 
BaCl,, MnCl,, FeCl,, CoCl, und NiCl,, wiihrend LiCl und MgCl, 
inwirksam blieben. Werden MnCl, oder NiCi, mit dem Oxalat 
gemischt und dann zur Milch gesetzt, so erfolgt keine Fiallung. 
Die Gegenwart von NiCl, und MnCl, verzégert die Fiillung des 
Calciums in der Milch, wie in wiisseriger Lésung. Es macht 
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also den Kindruck, dab das Ammoniumoxalat nur in Abwesenheit 
eines Metalles, das die Rolle des Calciums tibernehmen kounnte, 
auf die Milch einwirken kann. Der Zusatz von Ammoniumoxalat 
zur Milch hat eine doppelte Spaltung zur Folge mit der Bildung 
von Caleiumoxalat und Ammoniumeaseinogen !), Eine aus- 
reichende Erkliirung ftir diese auffallenden Versuche kann 
noch nicht gegeben werden. Es scheint fiir die Fallung not- 
wendig, dab das Casein ein Salz bildet mit einem einwertigen 
Metall, das dann von den Salzen der zweiten oben erwahnten 
Gruppe wie Ca, Sr ete. gefillt wird. Auch das Verhalten 
der Phosphate der Milch scheint fiir die Fallung nicht’ gleich- 
giiltig zu sein. Eine 3°/oige fiir Lakmus neutrale LOsung eines 
reinen Hammarstens Methode dargestellten Caseins, 
die mit Hilfe von moglichst wenig Calciumhydroxyd dargestellt 
war, wurde mit "20 Phosphorsadure behandelt und zwar so, 
dab ein Teil Phosphorsiiure auf 20 Teile Caseinlésung kam. 
Setziman zu 1,0 com dieser Losung 0,4 cem ®/1 CaCl, und dann 
0.4 ecm "io Ammoniumoxalat, so stellt sich keine Fiillung ein. 
Kine solche erfolgt jedoch prompt, wenn das Ammoniumoxalat 
zuerst zugesetzt wird. Wird die Menge der Phosphorsiure nicht 
richlig getroffen, so verliiuft der Versuch resultatlos. Die Reaktion 
ausschlieBblich mit) Losungen ein, die Calciumphosphat 
enthielten., 

Schon vor langer Zeit hat Hammarsten?) auf die Mog- 
lichkeit hingewiesen, die Wirkung des Labs nur in einer 
Anderung der Verteilung der mineralischen Bestandteile der 
Milch bestehe. Er gab jedoch diese Ansicht wieder aul. 
De Jager’) zog aus seinen Resultaten den SchluB, dab das 
Lab die Ersetzung des mit dem Casein verbundenen Calciums 
durch Natrium verursache. 

Die von uns angefiihrten Experimente beweisen, dab dic 
Koagulation auf diesem Wege herbeigefiihrt werden kann, wenn 
nach der Deecaleilication der Milch gentigend Calciumsalz zur 
Verfiigung steht. Es mu’ hier erwiihnt werden, dab eine Ver- 

') Siehe Osborne, loc. eit. 


*) Malys Jahresbericht (1874), S. 135. 
°) Malys Jahresbericht (1897), S. 276. 
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diinnung der mit Ammoniumoxalat behandelten Milch das Kin- 
treten der Fallung auf Zugabe von CaCl, verhindert. Wird 
dagegen Milch mit Lab behandelt und dann verdiinnt, so ver- 
hindert die Verdiinnung keineswegs die Fiillbarkeit durch CaCl,. 

Man ist deshalb nicht zu dem Sehlusse berechtigt, dab 
eine decaleificierende Substanz dieselben Veriinderungen hervor- 
ruft wie das Lab. Diese Tatsachen kénnen zur Aufkliirung der 
Natur der Labwirkung beitragen. 

Die Gerinnung, die beim Kochen abgestandener 
Mileh beobachtet wird. Es tst eine alte Erfahrung, dab ab- 
gestandene Milch beim Kochen gerinnt. Solche Milch ist immer 
sehr sauer und die Aziditaét ist hiiufig nur um ein weniges 
geringer, als erforderlich wiire, um die Milch bei Zimmertem- 
peratur gerinnen zu lassen. Da auf Zusatz von CaCl, bei 
Zimmertemperatur keine Gerinnung eintritt, so ist das Casein 
nicht in Paracasein tibergegangen. Sorgfillige Neutralisation 
der Mileh mit Natriumbikarbonat verhindert die Gerinnung beim 
Erhitzen. Denselben Erfolg hat auch der Zusatz einer kleinen 
Menge Ammoniumoxalat. Daraus folgt, dab die Siiture allein nicht 
imstande ist, diese Hitzegerinnung zu verursachen, und weiterhin, 
dafin dem in der Milch enthaltenen Calciumsalz die unmittelbare 
Ursache dieser Gerinnung zu suchen ist. Setzt man zu frischer 
Milch eine kleine Menge Essigsiiure, die unfiihig ist, bei Zimmer- 
temperatur eine Fillung hervorzurufen, und kocht, so koaguliert 
die Milch. Neutralisieren mit NaHCO, oder aber Zusatz von 
Ammoniumoxalat verhindern die Gerinnung solcher mit Essigsiiure 
behandelten Mileh beim Erhitzen. Die Gerinnung abgestandener 
Milch beim Kochen kann demnach vollig nachgeahmt werden 
vermittelst eines Zusatzes von KEssigsiiure zu frischer Milch 
(0,5 cem ®/6 CH,COOH auf 5,0 cem Milch). In beiden Fallen ist 
die Gerinnung auf die Wirkung von Calciumsalzen auf das 
Casein zuriickzuftihren. Ringer hat darauf hingewiesen, dab, 
wie auch im ersten Teile dieser Arbeit gezeigt wurde, kleine 
Mengen von Calciumsalzen hinreichen, um frische Milch beim 
Erhitzen zu koagulieren. Auch gentigen kleine Siuremengen, 
um den in der Milch enthaltenen Calciumsalzen die Fahigkeit zu 
verleihen, Milch beim Erhitzen zu koagulieren. Der Effekt des 
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Siiurezusatzes kann so erkliirt werden, dab in der Gegenwart 
von Siiure eine klemere Menge von Calciumsalzen geniigt, die 
Gerinnung herbeizufiibren, oder dal die Siure die Calciumsalze 
fiir den Koagulationsprozeb verfiigbar macht. Die letztere Er- 
klirung ist wahrscheinlich die richtige. 

Hillmann?) legte besonderen Nachdruck auf das Ver- 
hiiltnis, das zwischen der Aziditét der Milch und der Menge 
der darin enthaltenen l6slichen Calciumsalze besteht. Und 
dieses Verhaltnis ist tatsachiich sehr eklatant. 

Da die in der frischen Milch enthallenen Calciumsalze 
nicht in einem Zustand vorhanden sind, der ihnen die Fiallung 
des Caseins beim Erhitzen gestattet, so konnte man darauf 
rechnen, daB sie auch nicht imstande seien, Paracasein zu 
koagulieren. Denn es wurde festgestellt, dab eine Losung, die 
Casein beim Erhitzen nicht koaguliert, auch nicht fahig ist, 
Paracasein bei 40° zu koagulieren. Fiigt man zu Milch eine 
Paracaseinlésung, so erfolgt keine Féllung, also enthalt die 
Milch keine zur Fiillung verwendbaren freien Calciumsalze. Die 
Zugabe einer sehr kleinen Menge CaCl, priizipitiert das zuge- 
seizte Paracasein, woraus folgt, daB die Unfiihigkeit der Calcium- 
salze der Milch, das Paracasein zu fiillen, nicht auf die eine 
Fillung des Paracaseins verhindernde Gegenwart des Caseins 
zuriickzufiihren ist. Alle diese Tatsachen zeigen klar, dab bei 
der Labgerinnung der Milch dem Lab die Rolle zufallt, die 
Calciumsalze frei zu machen, da ohne diesen Schritt keine 
Gerinnung moeglich wire. 

Die Metacaseinreaktion. Roberts?) entdeckte im 
Jahre 1879, daB Pankreasextrakte eine eigentiimliche Einwirkung 
auf Milch ausiiben. Obgleich die Milch keine sichtbare Ver- 
iinderung erkennen libt, hat sie die Kigenschaft erworben, beim 
Kochen zu koagulieren. Roberts bezeichnete diese Reaktion 
als die Metacaseinreaktion und die koagulierte Substanz als 
Metacasein. Er sah in dem Metacasein das erste tryptische Ver- 
dauungsprodukt des Caseins. Spiiter stellten Arthus und Pages?) 

Milchzeitung, Bd. 25 (1896), S. 86. 


Proceedings Royal Society, Bd. 29 (1879), 8.157 ; Bd. 32 (1881),5. 149. 
®) Archiv de Physiol., Bd. (5) 2 (1890), S. 331. 
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die Beobachtung an, Lab bei Gegenwart kleinen 
Mengen Ammoniumoxalat nicht zur Gerinnung der Milch bei 40° 
fiihrt, wihrend beim Kochen sich ein Koagulum bildet. Sie 
sahen in dieser Erscheinung den Beweis, dal Paracasein durch 
Krhitzen koagulierbar sei. Dieselben Verfasser fanden noch, 
daf beim Zusatz von sehr kleinen Mengen Lab zur Milch bei 
40° keine Gerinnung eintritt, wohl aber beim Erhitzen. Edkins!) 
brachte den endgiiltigen Beweis, dab die Metacaseinreaktion 
Roberts auf Labwirkung beruhte, und dafi dem Magen ent- 
stammendes Lab beim Gebrauch sehr kleiner Mengen ebenfalls 
zur Metacaseinreaktion fiihrt. Er fable das Hitzekoagulum als 
einen nahen Verwandten des normalen Labgerinnsels auf. In 
einem Versuch, in welchem gekochte Milch mit Lab versetzt 
worden war, ohne dai Gerinnung eingetreten wire, fand es 
sich, dai Erhitzung auf 65° ein grobes Koaguium erzeugte. 
Dies gab den Anlab, die Bedingungen, unter denen die soge- 
nannte Metacaseinreaktion sich einstelit, elwas niiher zu unter- 
suchen. Es stellte sich bald heraus, dab die Metacaseinreaktion 
mittels dreier Methoden zu erhalten war, und zwar einmal, 
wie friihere Autoren nachgewiesen haben, vermittelst der Kin- 
wirkung sehr kleiner Labmengen, zum zweiten durch Anderung 
eines Teiles der Calciumsalze in dem Sinne, dab die Labwirkung 
nicht mehr imstande ist, sie zur Ausfiillung des Paracaseins 
verfligbar zu machen, und dritlens durch Verdiinnung der Milch, 
womit eine Verdiinnung der Calciumsalze verbunden ist. In den 
folgenden Versuchen wurde die Metacaseinreaktion als positiv 
angesehen, wenn sich beim Kochen tiber der freien Flamme 
srobe Floeken bildeten. Die Labwirkung ging bei 40° vor sich. 

1. 10,0 cem Mileh -- 1,0 cem Lablosung. Die Metacasein- 
reaktion trat nach 5'/2 Min. ein, wiihrend die Milch noch voll- 
standig fliissig war. Gerinnung trat nach 9 Min. ein. Demnach 
betrug die Zeit, die von dem Auftreten der Metacaseinreaktion 
aun bis zur Gerinnung der Milch verfloB, 3!/2 Min. 

2. 10,0 com Milch -- 0,5 Lablésung 0,5 
Wasser. Metacaseinreaktion nach 8 Min., Gerinnung nach 13 Min. 
Zwischenzeit 5 Min. 


‘) Journal of Physiol., Bd. 12 (1891), S. 193. 
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3. 10,0 cem Milch -+- 0,1 com Lablésung -|- 0,9 ccm 
asser. Metacaseinreaktion nach 40 Min., Gerinnung nach 
90 Min. Zwischenzeit 50 Min. 

Hieraus sich erkennen, die Metacaseinreaktion 
ein Stadium einer jeden Labgerinnung der Milch reprasentiert. 
Die Zeit, die zwischen dem Auftreten der Metacaseinreaktion 
und der Gerinnung auftritt, variiert umgekehrt mit der Lab- 
menge. Bei Anwendung grober Labmengen ist dieses Stadium 
so kurz, dab es nicht demonstriert werden kann. Werden da- 
vegen sehr kleine Labmengen zugetiigt, so kann es ins Unbe- 
stimmte verliingert werden. Zum Beispiel in einem Versuch, 
in welehem durch Zugabe von Toluol der EinfluB der Bakterien 
verhindert wurde, trat die Metacaseinreaktion nach 18 Stunden 
ein und die Mileh war nach 48 Stunden noch ungeronnen. 

Dali das Metacaseinstadium durch irgendwelches Medium, 
das einen Teil der Calciumsalze zur Priézipitation des Para- 
easeins unverfiigbar macht, bedeutend verlingert werden kann, 
sollen die folgenden Versuche iilustrieren: 

1. 5,0 cem Milch 0,5 com Lablosung 0,8 com 
Wasser. Metacascinreaktion nach 5 Min., Gerinnung nach 
10 Min., Zwischenzeit 5 Min. 

2..5,0 cem Milch -+ 0,5 cem Lablésung 0,2 cem 
Ammoniumoxalat -}- 0,6 ccm Wasser. Metacaseinreaktion nach 
11 Min., Gerinnung nach 3t Min., Zwischenzeit 20 Min. 

3. 5,0 com Milch 0,5 cem Lablésung 0,4 ™/10 
Ammoniumoxalat -- 0,4 com Wasser. Metacaseinreaktion nach 
28 Min., Gerinnung trat nicht ein. 

4. 5,0 com Milch -- 0,5 cem Lablésung +- 0,6 eem 
Ammoniumoxalat -+- 0,2 ccm Wasser. Metacaseinreaktion nach 
59 Min., keine Gerinnung. 

5. 50 com Milch -!- 0,5 cem Lablésung 0,8 cem 
Ammoniumoxalat. Metacaseinreaktion nach 90 Min., keine 
(erinnung. 

Kleine Ammoniumoxalatmengen verliingern also die Stadien 
der Gerinnung, wobei natiirlicherweise das Stadium vom Aul- 
treten der Metacaseinreaktion an bis zum Eintreten der Ge- 
rinnung bedeutender verliingert wird als das erste Stadium. 
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Kine Steigerung der Ammoniumoxalatdosis verhindert den Ge- 
rinnungsprozeh. am Uberschreiten des Metacaseinstadiums, so 
dai bei 40° eine Gerinnung der Milch tiberhaupt nicht mehr 
eintritt. Noch grébere Oxalatdosen verhindern auch das Ein- 
treten der Metacaseinreaktion. Daraus geht hervor, dab, um 
die Metacaseinreaktion auf diesem Wege zu erhalten, die Gegen- 
wart von Calciumsalzen erforderlich ist. 

Weiterhin libt sich aus den Versuchen ableiten, dal sich 
withrend der Labwirkung eine allmiihliche Verinderung der 
Calciumsalze in die fii die Fallung des Caseins und Paracaseins 
geeignete Form vollzieht. Neulich hat Fuld!) der Vermutung 
Ausdruck verliehen, dab das Metacasein nicht ein Zwischen- 
produkt zwischen Casein und Paracasein sei, sondern eine 
Mischung dieser beiden. Das unverdanderte Casein verhindere 
die Fiillune des Paracaseins durch die Caleiumsalze der Milch. 
Die Metacaseinreaktion finde in der Abnahme der hemmenden 
Wirkung des Caseins aul die Prézipitation des Paracaseins 
durch die Calciumsalze bei hoheren Temperaturen ihre Be- 
eriindung. Gegen die Annahme Fulds sprechen mehrere Tat- 
suchen. Wird eine kleine Menge einer sehr schwachen Calcium- 
chloridlésung zu einer Paracaseinlosung zugesetzt, so tritt keine 
Fillung ein. Dagegen erfolgt eine Koagulation beim Erwiarmen, 
wobei die erforderliche Hohe der Temperatur von der Menge 
des zugesetzten CaCl, abhangt. Wird Milch mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und dann mit Lab behandelt, 
so liBt es sich leicht zeigen, da zur Zeit oder selbst ehe 
das Metacaseinstadium erreicht ist, bemahe alles Casein in 
Paracasein umgewandelt ist. Auch beweisen alle die Be- 
dingungen, unter denen die Metacaseinreaktion auftritt, thre 
Abhiingigkeit von den Calciumsalzen. Wir stimmen mit Fuld 
darin itiberein, dai wir das Metacasein nicht als ein Zwischen- 
produkt auffassen. Nach unserer Ansicht kann es zum Auf- 
trelen der Metacaseinreaktion kommen, wenn in einer Losung 
neben Casein oder Paracasein verfiigbare Calciumsalze vor- 
handen sind. In Paracaseinlésungen diirfen nur wenig verfiig- 


') Beitrige zur chem. Phys. und Pathol., Bd. 2 (1902), S. 169. 
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bare Calciumsalze anwesend sein, wenn sie nicht schon bei 
Zimmertemperatur koagulieren sollen. Das Metacaseinstadium 
tritt gewOhnlich ein, bevor eine zur Fillung des Paracaseins 
geniigende Menge von Calciumsalzen frei wurde. Mit dem 
Fortschreiten der Labwirkung nimmt die Menge der freien 
Calciumsalze zu, wiihrend gleichzeitig die zur Metacaseinreaktion 
erforderliche Temperaturbohe abnimmt. 

Der EinfluB des Kochens auf die Milch. Die Ver- 
zogerung der Labgerinnung gekochter Milch wurde von jeher, 
in Ubereinstimmung mit all den Tatsachen, auf eine Fixation 
des Calciums zuriickgefiihrt. Das Verhalten gekochter Milch 
dem Lab gegeniiber schwankt bedeutend mit verschiedenen 
Milchproben. Héaufig bemerkt man nur eine Verlangsamung 
der Labwirkung und das Gerinnsel ist weniger derb als in der 
ungekochten Milch. Zu anderen Malen bleibt die Milch auf 
unbestimmte Zeit ungeronnen. In solchen Fiillen erhialt man 
stets ein Koagulum beim Erhitzen, d. h. eine Metacaseinreaktion. 
Diese Methode, zur Metacaseinreaktion zu gelangen, fiihrt genau 
zu denselben Resultaten, wie der Zusatz von kleinen Ammonium- 
oxalatmengen zur Milch. Je linger die Milch gekocht wird, 
desto deutlicher ist der Effekt. 

Vergleich der verschiedenen Caseinogenderivate. 
Die folgenden Préparate kamen zur Verwendung: 1. Casein, 
zubereitet nach der Methode Hammarstens: 2. Paracasein, 
hergestellt durch Fiillung der ungeronnenen, aber labveriinderten 
Milch mit Essigsiiure; 3. Kiise, hergestellt nach der Methode 
Hammarstens: 4. Koagulum, erhalten beim Erhitzen von 
Milch, der 3/25 ihres Volumens ®/1 CaCl, zugesetzt war, auf 
60°: 5. Koagulum, erhalten durch Fiillung der mit Natriumfluorid 
behandelten Milch mit CaCl,: 6. Koagulum, erhalten durch 
Zusatz von '/s5 ihres Volumens "1 CaCl, zur Milch und dann 
ihres Volumens zu NaOH. Diese Priiparate wurden 
mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und dann_ bei 
Zimmertemperatur getrocknet. Dann wurden 0,2 g von jeden 
mit 20,0 einer 0,02°/oigen Natriumkarbonatlésung angerieben 
und nach Absitzenlassen des unldslichen Teiles die tiber- 
stehende Fliissigkeit abgehoben. Zu 1,0 ccm der abgehobenen 


ay 
2 
| 
3 


Uber die Gerinnung der Milch. 195 


Fliissigkeit wurde 0,05 ccm ®1 CaCl, zugegeben, zu einem 
anderen Teil Essigsiure mit dem verzeichneten Erfolg. 


| 


Priiparat Lislichkeit CaCl, Essigsiiure 

1 Gut léslich ‘Tribe, keine Flocken Flocken 

2 » > Flocken 

a Sehr wenig léslich | > > 

4 » >» ‘| , 

5 | Unloéslich — 

6 | Sehr wenig léslich Keine Flocken | Wenig Flocken 


Dieselben Experimente wurden wiederholt, nur daf an 
Stelie des Natriumkarbonats "/100 Ammoniumoxalat zur Losung 
verwendet wurde. 


Priaparat Loslichkeit Cal, Essigsiure 
1 Wenig ldslich Keine Flocken Flocken 
2 » » Flocken 
3 Leicht léslich 
5 und 6 > 


Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, dab Kiise (3) und 
das Calciumchloridhitzekoagulum (4) sich gleichmiébig verhalten. 
Beide sind etwa im selben Grade l6éslich und ihre Filtrate 
werden vom Calciumchlorid bei Zimmertemperatur gefallt. Bis 
jetzt konnte kein essentieller Unterschied zwischen den beiden 
Priiparaten gefunden werden. Und es erscheint sehr wahr- 
scheinlich, das bei Zimmertemperatur von CaCl, gefillte 
Paracasein mit dem bei 60° von CaCl, gefallten Casein identisch ist. 

Die Labgerinnung der Milch. Hammarsten!) fiihrte 
urspriinglich drei mégliche Erklirungen der Labwirkung an. 
Die erste war, daB das Lab etwas zerstOre, das die Casein- 
calciumphosphatverbindung in Loésung hilt. Er konnte jedoch 
keine Beweise fiir eine solehe Annahme erhalten. Gemiifi der 


Malys Jahresbericht 1874, S. 174. 
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zweiten Moéglichkeit verursacht das Lab eine Anderung in der 
Verteilung der mineralischen Bestandteile dergestalt, dab der 
Hauptanteil des Caseins von einem kleinen Teil des Calcium- 
salzes als Kiise niedergeschlagen wird, wiihrend ein kleinerer 
Anteil zusammen mit der gréferen Menge des Calciumsalzes 
in Losung bleibt. Zu dieser Annahme ftihrte die Tatsache, 
das Molkeneiweif} mehr Asche enthielt’ als Ham- 
marsten verlieB diese beiden Annahmen, da er davon iiber- 
zeugt war, da der Kiise und das Casein nicht identisch seien. 
Zur Vergleichung beniitzte er ein Casein, das er durch Fiillung 
mit Séure erhalten hatte, wahrend sein Paracasein mit Caleium- 
salzen als Kiise ausgefiilll war. Da er demnach diese Substanzen 
(Casein und Paracasein) unter sehr ungleichen Bedingungen ver- 
glich, kénnen seine Schliisse nur auf das Casein und den Kiise 
bezogen werden. Das Wesen der Labwirkung besteht in einer 
Uberfiihrung des Caseins in Paracasein und die Darstellung 
dieser Substanzen auf dieselbe Weise, entweder durch Fallung 
mit Siiure oder mit Caleiumchlorid, mit darauffolgender Ver- 
eleichung, scheint von Wichtigkeit. Die Griinde, die Ham- 
marsten veranlablen, den Kiise und das Casein als zwei ver- 
schiedene Korper anzusehen, beruhten zunichst auf ihren un- 
eleichen Loslichkeitsverhaltnissen, weilterhin auf der unegleich 
geringeren Fiihigkeit des Kiises, Calciumphosphat in Lésung zu 
halten, und drittens ganz besonders darauf, dali Casein unter 
geelgneten Bedingungen durch Lab koaguliert wird, wiihrend 
Kiise dies niemals tut. Da aber Calciumsalze zur Labgerinnung 
des Caseins absolut notwendig sind und da sie imstande sind, 
Kiise- (oder sogar in der Abwesenheil 
von Lab zu koagulieren, so erscheint diese Unterscheidung als 
hinfiillig, und die verwirrende Angabe, die beinahe in alle 
Lehrbiicher Eingang gefunden hat, sollte verbessert werden. 

Die Tatsachen kénnen viel exakter dahin ausgedrtickt 
werden, daf KiiselOsungen (3) bei Zimmertemperatur und unab- 
hiingig von Lab mit Calciumsalzen gefiillt werden, wiihrend 
Caseinlosungen dies nicht tun. 

Die dritte Moglichkeit, die Hammarsten als die richtige 
Krklirung der Labwirkung ausspricht, besteht in der hydro- 
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lytischen Spaltung des Caseins in Paracasein und Molkeneiweib, 
von denen das erstere durch das Calciumphosphat der Milch 
als Gerinnsel niedergeschlagen wird. Die fiir die Spaltung bei- 
vebrachten Beweise sind wenig iiberzeugend. So beobachtete 
Hammarsten Gerinnung der in einer geschlossenen Kohre 
erhitzten Milch. Diese Gerinnung hielt er fiir identisch mit 
der Labgerinnung und da die Wirkung anderer Enzyme auf 
diese Weise nachgeahmt werden kann, so fabte er den Vor- 
gang als diesen letzteren Fiillen analog auf und sah darin eine 
Stiitze seiner Spaltungstheorie. Cazeneuve und Haddon!) 
haben seither den Beweis erbracht, da diese Gerinnung auf 
Rechnung der bei der Zersetzung der Luktose entstehenden 
Siiuren zu setzen ist. Der Umstand, der am meisten zugunsten 
einer Hydrolyse in die Wagschale fiiilt, ist der, dal es nie ge- 
lang, von einer gegebenen Menge Casein quantitativ dieselbe 
Menge Paracasein zu erhalten. Jedoch auch hier spricht der 
erobe Wechsel an der Ausbeute des Paracaseins, die unter 
verschiedenen Bedingungen erhalten wird, gegen eine Spaltung 
des Caseins. Hillmann?) war imstande, durch Steigerung der 
Calciumsalze die Ausbeute an Paracasein zu steigern. Weiter- 
hin stellte er fest, da die Mengen des entstehenden Paracaseins 
auf verschiedene Weise geiindert werden kénnen, wie durch 
Verdiinnung ete. 

Angesichts der Resultate Hilimanus hat Hammarsten?) 
kurzlich sich dahin geiiuBert, daB cer definitive Nachweis fiir 
die wahrscheinliche Annahme, dali das Wesen der Labwirkung 
in einer hydrolytischen Spaltung beruhe, noch nicht erbracht 
sel. Er weist darauf hin, daB das Lab méglicherweise nur zu 
einer Umlagerung des Caseins fiihre. Im ersten Teil dieser 
Arbeit wurde darauf hingewiesen, daB die Unterschiede, welche 
zwischen Casein und Paracasein gefunden wurden, rein physi- 
kalischer Natur seien und nur darauf hindeuten, daf die beiden 
Kiweibk6rper sich in der ihrer Losungsaggregate unter- 
scheiden, hr Verhalten ist) qualitativ genommen_ identisch, 


‘) Compt. rend., Bd. 120, S. 1272 (1895). 
?) Milchzeitung, Bd. 25, 1897, S. 86; Bd. 26, 1897, S. 602. 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII, 1899, S. 114. 
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quantitativ findet sich die Differenz, daB Paracasein nach allen 
Methoden der Fiillung kolloidaler Substanzen leichter nieder- 
geschlagen wird. Diese Methode der Untersuchung derselben 
Substanz in verschiedenem kolloidalem Zustand verspricht sehr 
interessante Resultate und weist auf die Méglichkeit hin, daf 
viele der Eiweibfraktionen, die mittels solcher Methoden wie 
fraktionierter Aussalzen erhalten wurden, nur dieselbe Substanz 
in verschiedenem kolloidalen Zustande repriisentieren. Es mub 
jedoch erwiihnt werden, dab die Unterschiede zwischen Para- 
vasein und Casein nach ihrer Ausfiillung mittels gewisser 
Methoden erhalten bleiben, und dafi die Loésungen der so ge- 
fiillten Substanzen wiederum dieselben Unterschiede aufweisen. 

Duclaux?!) stellte die Behauptung auf, dab Milch ein 
System sei, in welchem Casein in drei verschiedenen Formen, 
die untereinander im Gleichgewicht stehen, enthalten sei. Das 
Equilibrium kann nun in mannigfacher Weise aufgehoben werden, 
wie durch Zusatz gewisser Mineralsalze, Fermente ete. Die 
Gerinnung ist nach ihm ein ProzeBb molekularer Mechanik. 
Fuld?) gelanete neulich zu &hnlichen Schliissen, wie aus dem 
folgenden Zitat ersichtlich wird: «Es ist also die Milchgerinnung 
nur ein spezieller Fall des auch sonst beschriebenen Phaénomens 
der wechselseitigen Suspendierung und Ausfillung kolloidaler 
Substanzen». Gelegentlich der Beschreibung der Gerinnung 
abgestandener Milech beim Erhitzen wurde darauf hingewiesen, 
dali die Calciumsalze der Milch nicht zur Féillung des Caseins 
beim Erhitzen noch zur Koagulation des Paracaseins bei 40° 
verfiigbar sind. Es wurde gezeigt, dafi Sauren die Calciumsalze 
der Milch zu diesem Zwecke frei machen. Es ist demnach 
wohl selbstverstiindlich, bei der Labgerinnung die Calcium- 
salze ebenfalls verfiigbar gemacht werden miissen. Eugling?) 
zog aus seinen Versuchen den SchluB, daB Zusatz von Siure 
als auch von Lab zur Milch Calciumsalze frei mache. Sédldner*) 
machte darauf aufmerksam, da6b die Griinde, auf denen Eugling 


') Compt. rend., Bd. 98, S. 373, 438, 526. 

*) Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 2, 1902, S. 169. 
5) Landwirtschaftl. Versuchsstation, Bd. 31, S. 391. 

‘) Landwirtschaftl. Versuchsstation, Bd. 35, 1888, S. 351. 


gts 
x 


Uber die Gerinnung der Milch. 199 


seine Schliisse basierte, nicht stichhaltig waren. Nichtsdesto- 
weniger scheinen die Schliisse an sich richtig zu sein. Nach- 
dem der Beweis erbracht war, dab im Laufe einer jeden Lab- 
gerinnung der Milch ein Stadium existiert, in dem beim Erhitzen 
eine Koagulation eintritt, wurde der Versuch gemacht, tiber 
das Verhalten des Eiweifkorpers und der Calciumsalze in diesem 
Stadium eine Aufklarung zu erhalten. Zu diesem Zwecke 
lieben wir kleine Mengen Lab auf Milch einwirken, bis die 
Metacaseinreaktion prompt eintrat. Zuniichst konnten wir die 
Beobachtungen von Arthus und Pagés') bestiitigen, die fanden, 


je linger das Lab einwirkte, desto niederer wurde die Tem- 


peratur, die zum Eintritt der Metacaseinreaktion erforderlich 
war. SchlieBlich tritt die Gerinnung bei 40° ein. Dieser Vor- 
gang beweist, dab die Labgerinnung nicht) plotzlich eintritt, 
nachdem das Lab einige Zeit mit der Milch in Bertihrung war, 
sondern dali der Prozefi der Labgerinnung, wie der anderer 
Reaktionen, ein regelmiibig fortschreitender ist. War die Reaktion 
so weil gediehen, dab die Metacaseinreaktion prompt eintrat, 
so wurde die Milch, um das Lab zu zerst6ren, auf einen Punkt 
erhitzt, der etwas unter dem zum Eintritt der Metacaseinreaktion 
erforderlichen lag. Dann wurde abgekiihlt und das Verhalten 
der Calciumsalze auf foleende Weise bestimmt: 20,0 com Milch 
wurden bei 40° mit 0,5 cem Lablosung behandelt. Die Milch 
wurde dann in zwei Portionen geteilt. In der einen erfolgte die 
Gerinnung in 18 Min. Eine Probe der anderen Portion gab die 
Metacaseinreaktion nach 8 Min. Sie wurde auf 1 Min. in ein 
auf 82° erhitztes Wasserbad gebracht und dann auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlt. Ein Teil dieser Portion wurde im Wasser- 
bade von 40° gehalten und blieb fiir unbestimmte Zeit unver- 
dindert. In einem anderen Teil wurde von neuem frische Lab- 
losung zugesetzt, ohne dah jedoch Gerinnung eingetreten wire. 
In einem dritten Teile wurde Calciumchlorid zugefiigt und hier 
erfolgte prompt eine Fallung. Dieser Versuch scheint darauf 
hinzudeuten, daly im Metacaseinstadium das Casein in Para- 
casein tibergefiihrt ist, wiihrend die Menge der freigemachten 
Calciumsalze noch nicht zur Fillung ausreicht. Die Betreiung 


4) Arch, de physiol., 1890, S. 331. 
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der notigen Mengen von Caleciumsalzen geht in der Zeit vor 
sich, die sich zwischen das Metacaseinstadium, nachdem alles 
Casein in Paracasein tibergefiihrt ist, und den Eintritt der Ge- 
rinnung einschiebt. Man mu jedoch mit der Erklarung dieser 
Versuche sehr vorsichtig sein. Denn einmal scheint das Lab 
in der Gegenwart von Milch der Hitze gegenitiber mehr wider- 
standsfihig zu sein, so dab seine vollige Inaktivierung etwas 
zweifelhaft. wird, und dann wissen wir, daB Hitze die Caleium- 
salze der Milch so fixiert, dab sie nicht mehr zur Fillung der 
Kiweibkorper verfiigbar gemacht werden kinnen. Um diesen 
Kinwiinden zu entgehen, wurde in der folgenden Weise vorge- 
gangen. 15.0 com Milch wurden mit 0,3 cem Lablésung bei 40° 
behandelt. kurzen Zwischriumen wurden kleine Mengen 
herausgenommen und auf die Metacaseinreaktion untersucht. 
Zur gleichen Zeit wurde jedesmal 1,0 ccm in 3,0 com kochenden 
Wassers gegossen und gekocht. Nach Abkiihlune auf Zimmer- 
temperatur wurde O,1 cem zugesetzt. 


| 
Zeitdauer der | 

| CaCl,-I 


reaktion | 


{ 


| Labwirkung g 


| 
| in Minuten | 


1. 10 negativ nevativ 
2. | 12 > 
3. | 14 | > 
4. | 16 | positiv 
5, 18 positiv > 


| 


Das Filtrat der CaCl,-Fallung von 4 gab auf Zusatz von 
Mssigsiiure cine weitere Fiillung. Die CaCl,-Fallung von 5 war 
viel vollstiindiger. Somit ist im Metacaseinstadium, das mil 
unveriinderter und unverdiinnter Milch erhalten wurde, so 
ziemlich alles Casein in Paracasein tibergefiihrt. Da das Meta- 
caseinstadium durch Verdiinnung der Milch in die Linge ge- 
zogen wird, so kann auf diese Weise das Verhalten der Eiweibe 
und der Calciumealze mit gréBerer Leichtigkeit untersucht 
werden. 10,0 Milech wurden mit 10,0 cem Wasser verdiinn! 
und mit 1,0 eem Lablésung behandelt. In Zwischenraumen vou 
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zwei Minuten wurden Proben von 3,0 ccm entnommen, tber 
der freien Flamme gekocht und nach der’ Abkiithlung mit 
0,1 cem CaCl, versetzt. Die Zeit, die bis Kintreten 
der Koagulation bei 40° verstrich, wurde regisiriert. 


Die zum Fintritt der 
Zeitdauer der 


Koagulation 

Labwirkung erforderliche Zeit 
in Minuten in Minuten 

2 Keine Gerinnung 

4 | 

6 | 3 

| 1 

10 | Metacaseinreaktion 


Wird also mit ihrem gleichen Volumen mit Wasser ver- 
diinnte Milch verwendet, so ist so ziemlich alles Casein in 
Paracasein tibergeftihrt, bevor eine zur Fiillung geniigende Menge 
von Calciumsalzen befreit oder verfigbar gemacht wurde. 

Bei hoheren ‘Temperaturen bedarf es geringerer Mengen 
von Caleiumsalz zur Fiillung des Paracaseins als bei Zimmer- 
temperatur, und diese Tatsache erklart das Vorkommen der 
Metacaseinreaktion. Mit der Ansammilung der fiir die Fallung 
verfiigbaren Calciumsalze tritt die Metacaseinreaktion bet immer 
niedrigeren Temperaturgraden ein, bis schlieblich bei 40° 
gulation eintritt. 

Kine der auffallendsten Erscheinungen der Labgerinnung 
ist die scheinbare PlOtzlichkeit, mit der die Milch gerinnt, nach- 
dem das Lab fiir einige Zeit mit ihr in beriihrung war, ohne 
eine sichtbare Veriinderung zu verursachen. Fuld will das 
damit erkliren, da das Casein die Fiillung des Paracaseins 
durch die Calciumsalze verhindert. Er gelangte zu dieser An- 
nahme dureh die Beobacbtung, Zusatz von frischer Milch 
zu einer Mischung von Milch und Lab. die in das Metacasein- 
stadium eingetreten war, die Metacaseinreaktion aufhebt. Arthus 
und Pagés fanden, da Zusatz von frischer Milch zu einer 
Mischung von Milch und Lab die Gerinnung um die Zeit ver- 
zOgert, die nodtig ist, die zugesetzte Milch zur Gerinnung zu 
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bringen. Diese Beobachtungen konnen anscheinend damit er- 
klirt werden, daf} die zugesetzte Milch vermittelst einer Ver- 
diinnung der verfiigbaren Calciumsalze die Metacaseinreaktion 
verhindert und den Eintritt der Gerinnung verzégert. In iihn- 
licher Weise kann die Metacaseinreaktion durch Verdiinnung 
der Mischung mit Wasser an Stelle der frischen Milch ver- 
hindert werden. Ebenso kann das Eintreten der Gerinnung auf 
diese Weise verzogert werden, nur mit dem Unterschied, dal 
die Calciumsalze der zugesetzten frischen Mileh bald zur Ge- 
rinnung verliigbar werden, und so wird die Gerinnung nur um 
die Gerinnungszeit der zugesetzten Mileh verzbgert. Die von 
Fuld angefiihrten Experimente erschienen wenig tiberzeugend 
zugunsten seiner Ansicht, weswegen weitere Versuche nach 
dieser Richtung hin angestellt wurden. 

In 2.5 com einer 3°/oigen neutralen Paracaseinlésung (ge- 
wonnen durch Fiillung labveriinderter aber ungeronnener Milch 
mit Essigsiiure) wurden 2.5 ccm frische Milch zugefiigt und dann 
Od com ®/10 Calciumehloridlésung, In ithnlicher Weise wurden zu 
2.5 cem Paracaseinlésung 2,5 cem Wasser und 0,1 com ®/10 CaCl, 
zugesetzt. Die Mischungen wurden zentrifugiert und es machte den 
Kindruck, als ob die Féllung in der Milchmischung eher grober 
gewesen wire als in der Wassermischung. Damit ist bewiesen, 
dafi Milech die Fillung des Paraeaseins durch Calciumsalze nicht 
verzogert. Wird zu schwachen Paracaseinlésungen (erhalten 
durch Labwirkung auf verdiinnte Milch mit darauffolgender Zer- 
stérung des Labs dureh Kochen) Mileh und dann Caleium- 
ehlorid zugefiigt, so macht sich eine deutliche Inhibition der 
Calciumcehloridfiillung bemerkbar. Fulds Ansicht von dem 
hemmenden EinfluB des Caseins auf die Gerinnung ist demnach 
nicht grundlos und diese Tatsache muf in Erwagung gezogen 
werden, obwohl die Hemmung nicht bedeutend genug erscheint, 
um die Erscheinungen, die Fuld ihr zuschreibt, zu erklaren. 

Wir méchten noch eine Beobachtung erwihnen. 50,0 Milch 
wurden mit 100,0 cem Wasser verdiinnt und in zwei gleiche Teile 
A und B geteilt. A wurde mit 10,0 ccm Lablosung versetzt, 
withrend zu B 10.0 cem derselben, aber vorher gekochten, 
Lablisung zugegeben wurden. Nach einstiindigem Stehen bet 
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40° gab eine Probe von A eine gute Metacaseinreaktion und 
wurde von CaCl, vollig bei Zimmertemperatur gefiallt, nach- 
dem das Lab durch fiinffache Verdiinnung und Erhitzen zer- 
st6rt worden war. Demnach war alles Casein umgewandelt. 
Die analogen Versuche mit Proben von B verliefen natiirlicher- 
weise resultatlos. A und B wurden nun auf 90 Min. ins 
Wasserbad von 90° gestellt. Nach dieser Zeit gab weder A 
noch B die Metacaseinreaktion, auch wurden sie bei Zimmer- 
temperatur von Caleiumchlorid nicht gefallt, dagegen beim Er- 
hitzen. Dies schien anzudeuten, dali das Paracasein von A in 
Casein umgewandelt’ worden war. Wurden jedoch A und B 
jetzt mit frischer Lablésung behandelt, so blieb A unveriindert, 
withrend B eine ausgezeichnete Metacaseinreaktion gab und 
auf Zusatz von CaCl, prompt koagulierte. Das Paracasein wird 
also durch prolongiertes Erhitzen auf 90° derart modifiziert, 
Calciumehlorid es nur noch beim Erhitzen zu fiillen ver- 
mag. Darin verhalt es sich dann wie Casein, von dem es 
sich jedoch dadurch unterscheidet, dab es auf Labwirkung nicht 
mit der Bildung von Paracasein reagiert. Casein erleidet keine 
solchen Anderungen. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Die Schliisse, die sich aus unserer Arbeit ergeben, sollen 
im folgenden kurz zusammengefabt werden: 

1. In bezug auf die Wirkung ihrer Salze auf Casein und 
Paracasein lassen sich die Metalle in drei Gruppen fassen. 
Die Salze der ersten Gruppe fiillen weder Casein noch Para- 
casein: die der zweiten fallen das Paracasein rasch aus seinen 
Losungen bei Zimmertemperatur, das Casein nur nach liingerem 
Stehen bei 40° oder bei hoherem Erhitzen:; die der dritten 
koagulieren beide Korper prompt bei Zimmertemperatur. Zur 
ersten Gruppe gehéren die stiirksten Metalle, Natrium, Kalium 
und auch Ammonium. Zweifellos wiirden anch Rubidium und 
Caesium in diese Gruppe fallen. Die Glieder der zweiten Gruppe 
sind Lithium-, Beryllium-, Magnesium-, Calcium-, Strontium-, 
Baryum-, Mangano-, Ferro-, Kobalto- und Nickelo-Salze. Der 


= 
a 

wa 
ssf 

4 

q 

tae 

4 


204 A. S. Loevenhart, 


dritten Gruppe fallen alle die anderen Schwermetalle mit Einsehlus 
von Ferri-Eisen zu. Mit dem Fortschreiten von stirkeren 
zu den schwiicheren Metallen macht sich eine Steigerung der 
fillenden Wirkung ibrer Salze auf Casein und in genau der- 
selben Weise auf Paracaséin geltend. 

2. Die Fiillung des Paracaseins durch alle Féllungsmittel 
kolloidaler Substanzen, wie Siiuren, Salze und Alkohol, voll- 
zieht sich mit groberer Leichtigkeit als die des Caseins. Hieraus 
wird geschlossen, dab das Paracasein in seinen Lésungen in 
groberen LOsungsaggregaten existiert als das Casein. 

3. Es ist’ kein Beweis vorhanden, dai Paracasein und 
Casein verschiedene Korper sind, da alle gefundenen Unter- 
schiede zwischen beiden physikalischer Natur sind, die leicht 
miltels der Hypothese erkliirt) werden koOnnten, dab sie beide 
Modifikationen einer und derselben Substanz sind. 

4. Es wurde gezeigt, dali griindlich decalcificierte Milch 
durch Salze der folgenden Metalle gefallt) wird: Calcium, 
Strontium, Baryum, sowie Mangano-, Ferro-, Kobalto- und 
Nickelo-Salze. Diese Tatsachen scheinen fiir die Theorie zu 
sprechen, nach der die Gerinnung der Milch zum grofen Teil 
von einer Anderung im Arrangement ihrer mineralischen Be- 
standteile abhangt, ohne dal jedoch diese Theorie imstande 
wiire, den Prozeb der Gerinnung vollstiindig zu erkliren. 

). Die Gerinnung abgestandener Milch beim Erhitzen is! 
indirekt verursacht durch die solcher Milch  produzierte 
Siture: die direkte Ursache der Gerinnung ist in den Calcium- 
salzen zu suchen. Die Erscheinung vollstiindig nach- 
geahmt werden, wenn man Milch mit zur Fiillung des Caseins 
nicht ausreichenden Mengen Essigsiiure versetzt. Zusatz vou 
Ammoniumoxalat verhindert die Gerinnung in beiden Fiillen. 
Diese Experimente deuten darauf hin, dafi die in der Milch 
vorhandenen Calciumsalze sich nicht in einer zur Fiillung de- 
Caseins oder Paracaseins geeigneten Form befinden. Daraus 
folet dann, dab die Calciumsalze wihrend der Labwirkung fir 
die Fillung verfiigbar gemacht werden miissen. 

6. Die Metacaseinreaktion Roberts wurde in Erwiigung 
gezogen und ihre direkte Abhiingigkeit von der Anwesenheil 
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der Calciumsalze nachgewiesen. Drei allgemeine Methoden 
fiihren zur Metacaseinreaktion, 1. die Verwendung sehr kleiner 
Labmengen; 2. partielle Entfernung der Calciumsalze durch 
Kochen der Milch oder durch Zusatz von ealcrumfatlenden 
Substanzen; 3. Verdiinnung der Mileh und damit Verdiinnung 
ihrer Calciumsalze. Es wurde gezeigt, dal withrend der Lab- 
wirkung die Calciumsalze sehr ailmiihlich fiir die Fiillung ver- 
fiigbar gemacht werden. Weilterhin wurde nachgewiesen, dab 
die Metacaseinreaktion ein Stadium repriisentiert, das bei jeder 
Labgerinnung der Milch vorkommet und dab die Zeit, die zwischen 
dem <Auftreten der Metacaseinreaktion und dem Eintritt) der 
Gerinnung verliiuft, im umgekehrten Verhiiltnis zu der verwendeten 
Labmenge steht. 

7. Die Untersuchung der Labwirkung aut unverdiinnte 
und verdiinnte Milch zeigte, dab die Umwandlung von Casein 
in Paracasein etwas schneller vor sich geht als die Belreiung 
der Calciumsalze und dab sich diese Umwandlung mit dem 
Mintritt der Metacaseinreaktion vollzogen hat. Die Zeit, die 
zwischen dem Auftreten der Metacaseinreaktion und dem 
tritt der Gerinnung verliuft, wird dazu beniitazt, die Caleium- 
salze verfiigbar zu machen. In dem Mabe, in dem die Calcium- 
salze sich ansammeln, fillt die zur Herbeifiihrung der Meta- 
caseinreaktion notwendige Temperatur, bis die Gerinnung be: 
40° plotzlich eintritt. 

Anm. Die Arbeit von H. Conradi (Miinchner med. Wochenschritt 
1901, S. 175) war mir leider entgangen, bevor meine Arbeit zum Druck 
abgesandt wurde. Conradi arbeitete tiber den FEinfluf erhohter Tem- 
peratur auf das Casein der Milch mit besonderer Beriicksichtigung des 
Kinflusses von CaCl, auf die Koagulation. In der Hauptsache stimmen 
meine Resultate mit seinen tiberein, 
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Uber eine Reaktion im Harn bei der Behandlung mit Resorcin. 
(Erste Mitteilung.) 


Von 
Rudolf Adler und Oskar Adler. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Januar 1904.) 


Bei Gelegenheit von Versuchen, im Harn von Diabetikern 
Fruchtzucker nachzuweisen, machten wir die Beobachtung, dab 
eine nicht unbetrachtliche Anzahl von Harnen bei der Seli- 
wanoffschen!) Probe eine Rotfirbung ergab, wie sie fiir den 
positiven Ausfall der Probe angegeben wird. Da uns aber der 
weitere Gang der Untersuchung solcher Harne keinen Anhalts- 
punkt fiir das Vorhandensein von Liivulose bot, so war es 
klar, dai ein anderer mit der Liivulose nicht identischer Koérper 
einen posiliven Ausfall der Seliwanoffschen Probe vortiiuschte. *) 

Um in diese Sache Klarheit zu bringen, wurde nun das 
reiche uns zur Verfiigung stehende Material diabetischer Harne *) 
systematiseh mit Resorcin und Salzséure behandelt, und es 
war, wie erwiihnt, sehr oft eine intensive Rotfiirbung zu 
konstatieren, ohne dab ein Grund vorlag, etwa vorhandenen 
Fruchtzucker hierfiir verantwortlich zu machen. 

Gleichzeitig untersuchten wir in derselben Weise eine 
erOBere Anzahl frisch entleerter Harne von Gesunden:. in 
keinem der untersuchten Fille trat die Rotfarbung auf. 

Bemerkenswert ist folgende von uns gemachte Beobachtung: 
Wiithrend im frisch entleerten normalen Harn die Rotfirbung 
beim Kochen mit Resorcin und Salzsiure nicht auftritt, ergibt 


') Th. Seliwanoff, Ber. d. chem. Ges., Bd. 20, S. 181, 1887. 

2) Zu bemerken ist, daB die mit Salzsiiure allein auftretende Rot- 
fiirbung mancher Harne beriicksichtigt werden muf. 

‘) Die Arbeit wurde in unserem Laboratorium in Karlsbad aus- 
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derselbe Harn nach liaingerem Stehen bei Zimmertemperatur 
bei der gleichen Behandlung eine intensive Rotfiirbung. In 
Anbetracht dieser Tatsache lag nun der Gedanke nahe, dab 
nicht ein pathologischer bestandteil des Harns, sondern ein 
allerdings im frisch entleerten normalen Harn nicht vor- 
kommender, sondern erst bei der Zersetzung des Harns ent- 
stehender Korper fiir das Auftreten der Rotfiirbung verantwortlich 
zu machen sel. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe, jenen Korper, welcher 
die Rotfiirbung verursacht, aufzufinden. Durch eine Reihe von 
Versuchen, die wir der Kiirze halber iibergehen, hat sich uns 
ergeben, dab es die salpetrige Siure ist, welche im Harn 
beim Kochen mit Resorcin und Salzsiiure die Rotfirbung her- 
vorruft. 

Als Beweis hierfiir spricht folgendes: 

1. In Harnen, die bei der angegebenen Behandlung die 


. 


Rotfirbung aufweisen, lift sich stets salpetrige 
nachweisen. Vertreibt man dagegen in diesen Harnen die 
salpetrige Siure durch Kochen mit einigen Tropfen einer Siiure 
(Mssigsiiure, Salzsaure etc.), so tritt. die Rotfairbung bei der 
Resorcinreaktion nicht mehr ein. 

2. Frisch entleerte normale Harne, in denen salpetrige 
Siiure nicht nachweisbar war, zeigten bei der Resorcinreaktion 
keine Rotfairbung: dagegen ergeben dieselben Harne nach liingerem 
Stehen bei Zimmertemperatur eine deutliche Nitrit- und Resorein- 
reaktion. Versetzt man aber frisch entleerten Harn mit Chloro- 
form, so treten diese Reaktionen auch nach lingerem Stehen 
nicht ein. 

3. Versetzt man frischen Harn, der die Rotfirbung bei 
der Resorcinreaktion nicht gibt, mit einer Spur Nitrit, so ergibt 
derselbe eine intensive Rotfarbung bei der Resoreinreaktion. 
GiroBere Mengen Nitrit zugesetzt, zeigen nicht die gleiche 
Kigenschaft. 

Was die Resorcinreaktion anlangt, so fiihren wir dieselbe 
in folgender Weise aus: 

Etwa 10 com Harn werden mit einer Messerspitze Resorcin 
und etwa 3 cem verdiinnter Salzsiiure versetzt. Hierauf wird 
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bis zum Kochen erwiirmt, worauf bei Gegenwart von Nitrit im 
Harn die Rotfiirbung auftritt. Durch darauffolgendes Abkiihlen 
wird die Fiirbung deutlicher. — Mitunter verschwindet die 
Firbung bald nach ihrem Auftreten. Selbst durch minimale 
Spuren von Nitrit) wird die Rotfiirbung hervorgerufen. 

Der bei der Reaktion auftretende Farbstoff sich 
leicht. in Ather ausschiitteln. Zur besseren Abscheidung des 
Athers empfiehlt sich hernach der Zusatz von einigen Tropfen 
Alkohol. 

Fiigt man dem iiber der Fliissigkeit stehenden Ather 
einige Tropfen’ Ammoniak hinzu, so geht das Rot Rot- 
violett tiber. Durch einen UberschuB von Ammoniak wird der 
Ather entfiirbt. 

Beziiglich des Vorkommens der salpetrigen Siiure sei aus 
Huppert, Analyse des Harns, 1898, 5. 37 f. angefithrt: 

«lm frischen Harn kommt nur Salpetersiiure vor, salpetrige Saure 
wurde von Schénbein, von RG6hmann!') und ber der Untersuchung 
inehrerer Hundert Harne von Gesunden und Kranken auch von Karplus ?®) 
nicht angetroffen, wiihrend sie Richter®) wiederholt in frisch gelassenem 
Harn gefunden zu haben angibt. Sie bildet sich immer erst beim Stehen 
des Harns, und zwar durch Reduktion der Salpetersiure, nicht durch 
Oxydation des Ammoniaks (ROhmann). Von 150 unmittelbar nach der 
Kntleerung salpetrigsiiurefreien Harnen enthielten 70 die Siiure innerhalb 
der folgenden 24 Stunden (Karplus). Sie findet sich in saurem, sowie 
in von Anfang an alkalischem Harn, in verschiedenen Mengen und ver- 
schieden langer Zeit, aber immer erst, wenn der Harn triib wird; mit 
der Zunahme der Harnfiiulnis verschwindet ste bald (Schénbetn, 
ROhmann).4)> 

Sobald die salpetrige Siiture aus dem Harn wieder ver- 
schwunden ist, bleibt: auch die Rotfirbung bei der Resorcin- 
reaktion aus. 

Auch das kann zu Tiiuschungen fiihren, indem ein Harn, 
der bei der Behandlung mit Resorcin und Salzsiiure 

ROhmann, Diese Zeitschrift, Bd. V, 8S. 241, 1881. 

2) J. P. Karplus, Zentralbl. f. klin. Med., Bd. 14, 8. 577, 1893. 

8) P. Fr. Riehter, Fortschritte der Med., Bd. 12, 1895, S. 478; 
Zentralbl. f. d. med. Wissensch.. 1895, S. 638; Chem. Zentralbl., 1895, 
Bd. 2. 176. 

4) Schénbein, Journ. f. prakt. Chem., Bd. 92, 8.156; Bd. 93, 5. 463. 


Réhmann, a. a. O., S. 114. 
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Rotfiirbung ergibt, nach etwa angestellten Vergirungsversuchen 
die Rotfirbung nicht mehr oder in vermindertem Mabe auf- 
weist, wenn das Nitrit wiihrend der Zeit der Vergiirung ganz 
oder teilweise aus dem Harn verschwunden ist. 

Was nun endlich das Wesen der Reaktion anlangt, so 
konnte nach den bisherigen Untersuchungen ein befriedigendes 
Resultat nicht erlangt werden. Mit den bekannten Diazo- 
resoreinen (und Phenolen) oder deren Derivaten libt sich der 
entstehende rote Farbstoff nicht identifizieren. Weitere Unter- 
suchungen, welche im Laboratorium des Herrn Prof. Dr. Sieg- 
fried zu Leipzig ausgefiihrt werden sollen, mogen einen ge- 
naueren AufschluB tiber das Zustandekommen dieser Reaktion 
ermoglichen. 


Anmerkung. In dem genannten Laboratorium soll u. a. auch 
vezeigt werden, ob die von Obermeyer angegebene und durch Land- 
steiner’) genauer studierte Reaktion bei der Einwirkung von sal- 
petriger Siiure auf Kiweifikérper mit der friiher genannten Resor- 
cinreaktion im Harn im Zusammenhange steht. 


') Landsteiner, Zentralblatt fiir Physiologie 1895, S. 773. 


Karlsbad, Dezember 1903. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 14 
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Untersuchungen iiber die gallensauren Alkalien der Rindergalle.') 
Von 
Stefan Tengstrém. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1904). 


Nachdem Wahlgren?) das Vorkommen einer Glykocholein- 
siiure in der Rindergalle nachgewiesen hatte, lag die Annahme 
nahe zur Hand, da’ in solcher Galle auch eine Taurocholein- 
siiure enthalten sei. Um diese Moglichkeit priifen zu konnen, 
war es jedoch notwendig, erst, wenn moglich, eine Methode 
zur fraktionierten Trennung der Glykochol- und Taurocholsiiuren 
von einander ausfindig zu machen, und aus dem Grunde habe 
ich auf Anregung des Herrn Professor Hammarsten als 
vorbereitende Untersuchung das Verhalten der Galle zu einigen 
fillenden Reagentien geprilt, 


I. Verhalten der Galle zu Metallsalzen. 


A. Fiillbarkeit dureh Bleisalze. Das zur Trennung 
der Glykochol- und Taurocholsiure der Rindergalle bisher 
am meisten geiibte Verfahren diirfte wohl die von Strecker?) 
eingefiihrte fraktionierte Fiillung mit nacheinander Bleizucker, 
Bleiessig und ammoniakalischem bleiessig sein. Schon aus 
den Angaben Streckers kann man jedoch ersehen, das man 
in dieser Weise keine reine Taurocholsiiurefraktion erhalten 
kann. Bis zu welchem Grade das Taurocholat hierbei von 
andern Stofien verunreinigt wird, war indessen nicht bekannt, 
und namentlich um einen Vergleich mit der Fillungsfihigkeit 
anderer Metallsalze zu ermoéglichen, habe ich deshalb in ersler 


') Uber diese Untersuchungen wurde schon im Anfang April vorigen 
Jahres in dem iirztlichen Vereine zu Upsala berichtet und sie sind im 
vorigen Sommer in schwedischer Sprache verOffentlicht worden. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. 

5) Annalen der Chemie und Pharmacie, Bd. 65. 
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Linie das Verhalten der Galle zu Bleisalzen geprift. leh habe 
also die Galle nacheinander mit Bleizucker, Bleiessig und 
ammoniakalischem bleiessig gefiillt. Die drei Fraktionen, die 
ich der Kiirze halber als bleifraktionen A, B und C bezeichne. 
wurden auf dem Wasserbade durch Behandlung mit Natrium- 
karbonatlosung in Alkalisalze umgewandelt, und die letzteren 
dann durch wiederholtes Eintrocknen und Losen in Alkohol 
rein dargestellt. Die Menge jeder Fraktion wurde durch Wiigen 
(als Alkalisalz) ermittelt, der Gehalt an Schwefel nach Sechmelzen 
mit KOH und KNO, bestimmt, und daraus die Menge des 
Taurocholates berechnet. 

Zu dem ersten Versuche benutzte ich eine durch Alkohol- 
hehandlung schleimfrei gemachte, mit Tierkohle fast) eutfirbte 
Rindergalle. Es wurden 25 ¢ Trockengalle in Arbeit genommen, 
von der eine 2,5°/oige Wasserlésung bereitet wurde. Die Er- 
gebnisse waren folgende: 

Bleifraktion A — 4,1 g, Fraktion B = 12,8 g und Fraktion 
C= 2.2 ¢. Es wurden also im ganzen 19,1 g = 76,4°o 
wiedergewonnen.') Die Schwelelbestimmungen ergaben: 


Fraktion A. 0,8952 lieferten 0.1481 g BaSO, == 2,26 S, ent- 
sprechend 37.9°/o Taurocholat, 

Fraktion B. 0,9210 ¢ lieferten 0.2577 g BaSO, = 3,84°%o S, ent- 
sprechend 64,3 Taurocholat. 

Fraktion 0,5992 heferten O,1868 ¢ BasO, 4,27 ent- 


sprechend 71,5°/o Taurocholat. 

Kin zweiter Versuch mit 15 ¢ derselben Galie, in’ der- 
selben Weise behandelt, ergab folgendes : 

Bleifraktion A == 2.5 g, Fraktion Bb = 7,8 g und Frak- 
lion C = 1 ¢@: = 11,8 g = 78,6°/0 der verarbeiteten Galle. 

Die Schwefelbestimmungen ergaben: 


Fraktion A. 0,8182 ¢ lieferten O,1009 g BasO, 1,77 S, ent- 
sprechend 29,6°/o Taurocholat. 

Fraktion B. 0.7842 g tieferten 0.2317 BaSO, = 4,05 °/o S, ent- 
sprechend 67,8°/o Taurocholat. 

Fraktion 0,7364 g lieferten 0.2375 g Bas0O, 4.43 S, ent- 


sprechend 74,2°/o Taurocholat. 


Der Verlust riihrt hauptsiichlich daher, dah, wie bekannt, die 
vallensauren Alkalien mie von den Bleisalzen vollstaindig gefallt werden 
<Onnen, 
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Die Mengen des Taurocholates in den drei Fraktionen 
waren also in den zwei Versuchen folgende: 


Versuch 1. Versuch II. 
Fraktion 37,9 29,6 
>» (| 71 74,2 9 


Trotzdem zu beiden Versuchen dieselbe Galle benutzt 
wurde, hatten also die einander entsprechenden Fraktionen eine 
etwas verschiedene Zusammensetzung. Diese wechselnde Zu- 
sammensetzung war tbrigens schon Strecker bekannt und er 
fihrte sie als einen Beweis dafiir an, dafi die verschiedenen blei- 
fillungen keine Doppelverbindungen, sondern nur Gemenge sind, 

Da selbst die an Taurocholsiiture reichste Fraktion C nur 
zu etwa *4 aus dem Salze dieser Siure besteht, und da die 
Menge dieser Fraktion zudem sehr klein ist, war es offenbar, 
dab die Bleimethode zur Trennung der beiden Gruppen yon 
Gallensiiuren nicht geeignet ist. 

Ich ging deshalb zu der Priifung einiger anderen Saize, 
die zwar Glykocholat, nicht aber Taurocholat aus der Losung 
des reinen Gallensalzes in Wasser fiillen. Es wurden zu diesen 
Versuchen reines Taurocholat) aus Dorschgalle (welche fast 
nur Taurocholat enthalt) und aus reiner, wiederholt’ umkristal- 
lisierter Glykocholsiiture bereitetes Glykocholat verwendet. Die 
Losungen der gallensauren Salze waren immer 2°/oig; dic 
Losungen der zur Fiillung verwendeten Metallsalze 5 °/oig. 
Da das Taurocholat) bekanntlich die Ausfiillang des Glyko- 
cholates, bezw. der Glykocholsiiure mehr oder weniger stark, 
Je nach seiner Menge, verhindern kann, stellte ich mir zur 
Aufgabe, zu priifen, welches der verwendeten Salze die grobte 
Fiillungsfihigkeit, der Glykocholsiiure gegeniiber, in solchen Ge- 
mengen hatte, d. h. also, anders ausgedriickt, mit) welchem 
Salze die kleinste Glykocholsiuremenge in einem Gemenge durcl 
Fillung nachzuweisen war. Zu dem Ende mischte ich die 
Losungen der zwei gallensauren Salze mit einander in ver- 
schiedenen Verhiiltnissen, so der Gehalt an jedem Gallen- 
salz immer genau bekannt war. 

Der Ubersichtlichkeit halber stelle ich die Versuchsergeb- 
nisse tabellarisch zusammen. 
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Die Zahlen in Prozent geben in dieser Zusammensteilung 
die Grenze an, unterhalb welcher eine Ausfillung des Glyko- 
cholates mit dem fraglichen Salze in einem Gemenge der beiden 
gallensauren Salze nicht zustande kam. 


Fiillunesreagens Menge des Glykocholates 
Kupfersulfat 20 
Silbernitrat 1D 
Bleizucker 1d %/o 
Kalialaun 10 
Kisenalaun 10% 
Kisenchlorid 1 °/o 


Der Unterschied ist, wie ersichtlich, sehr bedeutend. In- 
dem niimlich das Kupfersulfat keine Fiéllung erzeugt in einem 
Gemenge der Gallensiuren, welches weniger als 20 °/o Glyko- 
cholat enthalt, konnte ich bet Anwendung von Eisenchlorid bet 
Gegenwart von etwa Glykocholat eine Féllung erzeugen. 

Das Eisenchlorid hatte also, dem Glykocholate gegeniiber, 
die kriifugste fillende Wirkung: hieraus folgt aber nicht, dab 
dieses Salz ein geeignetes Mittel zur Trennung der zwei Gallen- 
siiuren ist. Die Galle verhilt sich niimlich, wie aus dem folgenden 
hervorgeht, zu Féillungsmitteln etwas anders als ein entsprechen- 
des Gemenge der reinen Salze, und das Eisenehlorid konnte 
ferner, wie der Bleizucker, obzwar es eine Taurocholatlbsung 
nicht ffillt, aus einem Gemenge der beiden gallensauren Salze 
wich ein Gemenge von beiden austillen. Dab dem in der Tat 
auch so ist, geht aus dem Folgenden hervor. 

Fillbarkeit durch Eisenehlorid. Es wurde die- 
selbe Galle wie zu den Versuchen mit Bletsalzen verwendet, 
und zwar cine 2°,,ige Losung von 29 ¢g Galle. Diese Losung 
wurde mit einer 5 °/oigen Eisenchloridlésung ohne Abstumpfang 
der entstehenden sauren Reaktion vollsténdig gefallt, und die 
Filling wie oben in Alkatisalz tibergefihrt. Das Filtrat wurde 
durch hinreichenden Sodazusatz von allem Eisen” befreit.!) 


1) Setzt man dem von Fisenchlorid sauren Filtrate Alkalikarbonat 
nur bis zu neutraler oder schwach alkalischer Reaktion linzu, so enthall 
der Kisenniederschlag auch Eisenverbindungen der Gallensiuren, die in- 
dessen durch Zusatz von iiberschiissigem Karbonat, besonders in der 
Wiirme, leicht zersetzt. werden. 
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In dem alkalischen Filtrate wurde die Hauptmenge des Karbo- 
nates mit HCL neutralisiert, darauf eingetrocknet und endlich 
durch wiederholtes Lésen in Alkohol und Eintrocknen des Fil- 
trates die Alkalisalze der Galle wiedergewonnen. Der Kiirze 
halber bezeichne ich die durch Fillung mit Eisenchlorid er- 
haltene Fraktion mit A und die aus dem Filtrate davon wieder- 
gewonnenen gallensauren Salze mit B. Die Menge der A-Fraktion 
betrug 14.5 g, die der B-Fraktion 7,1 g. Im = ganzen wurden 
also 21,6 ¢ = 86.4 °/o der in Arbeit genommenen Gallenmenge 
wiedergewonnen, Die Schwefelbestimmungen ergaben folgendes: 


Fraktion A. 0.6542 lieferten 0.1402 ¢ BasSO, == 2.95 °%o S, ent- 
sprechend 49,4 °/o Taurocholat. 
Fraktion O.8508 ¢ lieferten 0.3124 ¢ BasO, S, ent- 


sprechend &4,.4° Taurocholat. 
Diese Methode gab also ein besseres Resultat als die 
obize Bleimethode, insofern als nach dem Eisenverfahren eine 


1.4 


faurocholatreichere Fraktion (mit fo) als nach der Blei- 
methode (mit 72.8 °/o) erhalten wurde. Die Menge dieser 
Fraktton war auch in jenem Falle bedeutend eréBer, niimlich 
28,4 °/o der verarbeiteten Galle, gegeniiber 8,8 °/o bei An- 
wendung des Bleiverfahrens. Auf der anderen Seite werden 
aber von dem Eisenchiorid noch bedeutende Mengen Taurocholat 
mit auseefillt, denn die A-Fraktion bestand rund zur Hiilfte 
aus ‘Taurocholat. Von dem Eisenchlorid wurden 7,2 ¢ Tauro- 
cholat ausgefiillt, wihrend der B-Fraktion nur 5,9 ent- 
halten) waren. 

Da allem Anscheine nach durch das Eisenchlorid ein 
groberer Bruchteil des Taurocholates ausgefiillt wird in) dem 
Mabe, wie die Galle reicher an Glykocholat ist, so wire es 
denkbar, dali man zu noch besseren Resultaten kommen 
konnte, wenn man erst einen grObern Teil der Glykocholsiure 
mit einem andern Salze ausfiillte und dann erst das taurochol- 
siiurereiche Filtrat mit Eisenchlorid auszufiillen versuchte. Zu 
dem Ende habe ich auch versucht, die Galle erst mit Kalialaun 
und dann mit Eisenchlorid zu fiillen. 

C. Fillbarkeit durch Kalialaun und Eisenchlorid. 
Auch in diesem Falle wurden von derselben Galle 25 ¢in Wasser zu 
einer 2°/oigen Lésung aufgelést. Sowohl das Alaun wie das 
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Kisenchlorid kamen in 5°/oiger LOsung zur Anwendung. Die 
Fillungen wurden wie oben durch Sodabehandlung in die Alkali- 
salze tibergefiihrt und das Endliltrat wie bei Beschreibung der 
EKisenmethode verarbeitet. Es wurden hier also drei Fraktionen 
erhalten: die Alaunfraktion = A, die Eisenehloridfraktion = B 
und die aus dem Endfiltrate gewonnenen gallensauren Salze = C. 
Die Mengen der drei Fraktionen waren bezw. 8 g, 4,4 ¢ und 
95 also zusammen 21,9 ¢ = 87,4°%o der verarbeiteten 
Galle. Die Schwefelbestimmungen ergaben: 

Fraktion A. 0.9810 ¢ lieferten 0.1796 BaSO, 2,52 S, ent- 
sprechend 42,2 °/o Taurocholat. 


Fraktion B. 0,7780 lieferten OL380 ¢ BaSO, —= 2.43 S, ent- 
sprechend 40,7 Taurocholat. 
Fraktion C. 0.5768 g lieferten 0.2196 g BaSO, = 5.24°/o S, ent- 


sprechend 87,8°o Taurocholat. 


Der besseren Ubersicht halber stelle ich die nach den 
Methoden gewonnenen Resultate tabellarisch zusammen. 


Ausbeute aus Aubeute in 
Methode Fraktion 25 Gallen- aus 25 g 
salzen Gallensalzen 
A 16,4 33,7 
Bleimethode B 12.8 51.2 66.2 
| 22 8.8 72, 
19.1 76,4 
Hisenchlorid- A 14.5 DS 4 AD 4 
methode \ B 25.4 R44 
21.6 86.8 
A 8.0 32,0 42 2 
chloridmethode 
| OD 38.0 87,8 
21.9 87.6 


Die kombinierte Alauneisenchloridmethode gab also noch 
etwas bessere Resultate ais die Kisenchloridmethode. Der Gehalt 
an Taurocholat in der letzten Fraktion betrug niimlich 87,8 °/o 
und die Menge dieser Fraktion war 38°/o von der verarbeiteten 
Gallensalzmenge. Aber selbst diese Fraktion enthielt, aus dem 
Schwefelgehalte zu schlieBen, noch eine nicht unbedeutende 
Menge anderer Stoffe. 
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Bei der Fiillung mit Eisenchlorid kann durch Zusatz von 
dem Fiillungsmittel in UberschuS ein Teil des Niederschlages 
wieder gelést werden und hierin liegt wohl einer der Griinde, 
warum immer ein Teil des Glykocholates der Ausfillung ent- 
ceht. Werden die aus dem Filtrate von Eisennieder- 
schlage wiedergewonnenen gallensauren Salze in Wasser ge- 
lost, so erhilt man auch regelmibig mit Eisenchlorid eine 
neue Fiillung. Aus dem Grunde habe ich auch eine nach dem 
Alauneisenverfahren gewonnene C-Fraktion durch Auflésung in 
Wasser und neue Fiillung mit Eisenchlorid weiter zu reinigen 
versucht. Es wurden 24 @ einer solchen Fraktion in Wasser 
gelost und mit) Kisenchlorid) moéglichst) vorsichtig voll- 
sliindig gefiillt. Aus dem Filtrate wurden 19,5 ¢ wiedergewonnen. 
Diese wurden von neuem in Wasser gelOst und die LOosung 
mil Eisenchlorid gefiilt. Aus dem neuen Fillrate wurden 15 ¢ 
wiedergewonnen. Der Schwefelgehalt dieser [Endfraktion war 
5,72 °%/o, was einem Gehalt von 95,8°/o Taurocholat entspricht. 

Nach dem oben angegebenen Verfahren kann man also 
aus der Rindergalle allerdings eine Endfraktion erhalten, die 
fast nur aus Taurocholat) besteht, aber die Ausbeute ist) im 
Verhitltnis zu der in Arbeit genommenen Menge gering. Aus 
60 ¢ gallensauren Salzen erhielt ich nur 15 einer” Fraktion 
mit 9d.8°%o Taurocholat, und man kann also nicht sagen, dab 
das Kisenchlorid, trotz seiner Fahigkeit, das Glykocholat zu 
fallen, ein geeignetes Mittel zur Trennung der beiden Gallen- 
sauren in der Rindergalle ist.?) 


') Die Fiallung der Galle mit Eisenchlorid ist seit mehreren Jahren 
von Professor Hammarsten ber seinen vergleichenden Untersuchungen 
liber die Gallen verschiedener Tiere verwendet worden. In der Literatur 
habe ich aber nur eine Mitteilang von Richter (Deutsche med. Wochen- 
schrift, Bd. 21, Vereinsbeilage Nr. I, I) iiber die Anwendung dieses Salzes 
zur Trennung der zwei Gallensiiuren gefunden. Die Art und Weise, wie 
Richter das Reagens benutzt hat, konnte aber zu keinen brauchbaren 
Resultaten fiihren. 

Die Arbeit von Bleibtreu (Archiv f. die gesamte Physiol., Bd 99) 
liber die Darstellung von Glykocholsiiure mit Hilfe von Eisenchtorid, 
welche Arbeit erst nach der Ver6ffentlichung meines Aufsatzes ersehien, 
habe ich selbstverstiindlich nicht beriicksichtigen kénnen: 
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Von der obengenannten Fraktion, welche 95,8 °/o Tauro- 
cholat enthiell, wurden 12.5 nach Strecker auf Cholalsdéure 
verarbeitet. Ich erhielt dabei, auber Taurin, fast nur die ge- 
wohnliche Cholalsiure von dem Schmelzpunkte 193—194° C. 
Daneben erhielt ich jedoch in geringer Menge cine Cholalsiiure, 
welche wie die Choleinsiture sich verhieli. Da aber ihre 
Menge nur iiubert klein war. ist die Moéglichkeit) nieht aus- 
veschlossen, dafi sie aus einer in dieser Fraktion vorkommenden, 
nicht schwefelhaltigen gepaarten Gallensiiure stammte. Wenn 
iiberhaupt eine Taurocholeinsiure vorkommet, konnte ste tibrigens 
andere Fiillungsverhiilinisse als die Taurocholsiiure haben, und 
vielleicht ware sie in’ den taurocholsiurehaltigen Glykochol- 
-iiurelraktionen zu suchen. Diese Frage habe ich jedoch nicht 
weiter verfolgen konnen. 


II. Fallbarkeit der Galle durch Neutralsaize. 

Gelegentlch eimiger Versuche iiber das Verhalten der 
callensauren Salze zu Neutralsalz, wie ich aul 
das unerwartete Verhalten, die reinen gallensauren Salze 
anders zu Neutralsaizen sich verhalten als die entsprechende 
tuille selbst. Dies machte einige besondere Versuche tiber 
das Verhalten der reinen Salze zu emigen Neutralsalzen  not- 
wendig, und dies umsomehr, als bisher nur vereinzelte Be- 
obachtungen oder Angaben hiertiber vorliegen. Zu diesen Ver- 
suchen, die ich Gibrigens nur sehr kurz berichten will, wurde 
immer ene 2°/oige Losung des gallensauren Salzes verwendet. 

Von WKaltum- und Natriumsulfat, Kaliumuitrat und 
Ammoniumehlorid, alle Salze bis zur volistiindigen Sittigung 
in die Losung eingetragen, wurde weder das Glykocholat noch 
das Taurocholat gefiillt. Von Natriumnitrat wurden dagegen 
ber vollstiindiger Siittigung beide Salze gefiillt: die Fliissigkeit 
erstarrte zu einer festen Gallerte. Die Alkalichloride verhielten 
sich anders als das Ammoniumehlorid, zeigten aber auch, den 
zwet Gallensiiuren gegeniiber, insofern ein verschiedenes Ver- 
halten, als das Chlornatrium beide Gallensalze reichlich fillte, 
wihrend das Chlorkalium zwar das Taurocholat’ reichlich 
lillte, in der Lésung des Glykocholates dagegen keine Fiillung 
hervorrief 
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Diese leichtere Fallbarkeit des Taurocholates kam = auch 
bei Anwendung anderer Salze zum Vorschein. So wurde das 
Gilykocholat) weder von Kalium- noch Natriumacetat (be 
Siittigune mil dem Salze) gefidlt. wihrend das Taurocholat 
reichlich von beiden cvefallt wurde. Von dem Natriumacetate 
waren sogar 2.5 Volumina der vesittigten Losung hinreichend. 
um eine flockige Fallung in der Taurocholatl6sung zu erzeugen. 
Natrium- und Kaltumkarbonat fiillten beide Gallensalze: 
auch von diesen Salzen wurde das Taurocholat leichter gefillt, 
Dem Magnesium-undAmmontiumsulfate gegentiber verhielten 
sich beide Salze gleich. Durch Siittigung mit Magnesiumsulfal 
und bei Zusatz von 2 Volumina Ammoniumsulfatsaturation auf 
je Volumen der Gallensalzl6sung wird die Ausfillung voll- 
stiindig. Die Ausscheidung fiinet jedoch sehon bei Zusatz vou 
kleineren Salzmengen an: bei Zusatz von Magnesiumsulfatsatu- 
ration dem Verhilthnisse 5:5 (Reagensl6sung: Gallensalz- 
losung) und ber Anwendung von Ammoniumsulfatiésung in dem 
Verhitltnisse 325, 

Wiihrend sowohl das Glykocholat wie das Taurochola! 
durch Siittigung mit NaCl reiehlich gefallt werden kann, wird 
die Rindergalle selbst durch NaCl nicht gefallt. Diese Nicht- 
fillbarkeit der Galle dureh NaCl ist iibrigens schon friiher in 
einem anderen Zusammenhange von Pfliiger') beobachte! 
worden. Er fand niimlich, dab die frische, mit NaCl gesiittigte, 
auf O° oder stiirker abgektihite Galle klar bleibt. 

Dieses verschiedene Verhalten der Galle und der reinen 
gallensauren Salze forderte zu emer eingehenderen Untersuchung 
auf, und in erster Linie war es nétig, zu priifen, ob auch Ge- 
menge der reinen Salze in wechselnden Verhiiltnissen durch 
Siittigung mit NaCl fallbar sind. Zu dem Ende stellte ich Ge- 
menge der beiden Salze (in 2°%/oigen LoOsungen) in den Ver- 
hiiltnissen Glykocholat: Taurocholat = 1:4, 2:3, 3:3 und 4:1 
dar. in allen Fallen wurden reichliche Fiillungen erhalten. 
deren Mengen mit zunehmendem Taurocholatgehalte reichlicher 
sein sehienen, was wohl daher riihrt, das Taurochola! 
mehr voluminése Fiillungen gibi, zum Teil aber auch vielleich! 
| ') Archiv f. die gesamte Physiol., Bd. 90, 
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von einer vollstindigeren Ausfiillung dieses Salzes herriihren 
dirfte. Eine verschiedene Relation zwischen den zwei Siuren 
scheint also fiir diese Frage fast ohne Bedeutung zu sein, und es 
miissen hier andere Verhiiltmisse sich eeltend machen. Dies 
geht auch aus dem verschiedenen Verhallen verschiedener Gallen, 
y. B. der Hunde- und der Dorschealle hervor. Diese zwei Gallen, 
welche beide ganz tiberwiegend Taurocholat, und zwar dasselbe 
Taurocholat, enthalten, verhalten sich beim Siittigen mit NaCl 
wesentlich verschieden. Die Hundevalle wurde nicht. die Dorseh- 
valle dagegen reichlich gefallt. Allem Anscheine nach miissen 
also die Rindergalle und tiberhaupt die Gallen, welche durch 
NaCkiicht fallbar sind, irgend einen die Ausfiillung verhindernden 
Stoff enthalten. 

dem auch so ist, konnte direkt zeigen. Durch 
nihere Untersuchung der oben genannten, mit Metallsalzen 
erhallenen Fraktionen konnte ich niimlich zeigen, dab sie alle, 
in Alkalisaize umeesetzt, in verschiedenem Grade die Fihigkeit 
hatten, die Ausfiillung der reinen, gallensauren Salze durch 
NaCl zu verhindern. Die grébten Mengen der die Ausfittung 
hindernden Substanz (bezw. Substanzen) enthielten die Bler- 
lraklion A und die Alaunfraktion. 

Welcher Art diese, die Aussalzunge der Gallensalze ver- 
hindernden Substanzen seien, kann ich noch nicht angeben, denn 
wahrscheinlich gibt es deren mehrere. Soviel kann ich jedoch 
saven, daB die Seifen, oder niiher bestimmt, das 6lsaure Natrium 
diese Fiahigkeit hat. 

einigen orientierenden Versuchen mil SeifenlOsungen 
zeigte es sich, daf die Seifen eine nicht unbedeutende Fithiv- 
keit, das Aussalzen der gallensauren Salze zu verhindern, be- 
sitzen, und teh ging deshalb zu Versuchen mit den reimen 
Seifen von Stearin-, Palmitin- und Olsiiure iiber. Die Versuche 
wurden mit von Kahlbaum bezogenen reinen Praparaten aus- 
eefiihrt. Die Loésungen der gallensauren Salze waren immer 
Die Loésungen der Stearin- und Palmitinseife enthiellen 
die Losung von Oleinseife 0.5 °/o Substanz. Die Seifen 
waren immer Natronseifen. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiilirt, dal die 
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Losung des betreffenden Gallensalzes mit wechselnden Mengen 
der SeifenlOsung vermischt wurde, worauf diese verschiedenen 
Mischungen mit NaCl gesiittigt wurden. Bei Versuchen mit dem 
Stearate kounte ich hierbei nicht die geringste Kinschréankune 
auf die Aussalzung des Glykocholates oder Taurochoiates be- 
obachten. Das Natriumpalmitat schien zwar in passeuder Menge 
eine unzweileclhalte Wirkune auszuiiben, dagegen gelang es mir 
nie, mit dieser Seife das Aussalzen voilstiindig zu verhindern, 
Dies gelang dagegen mit dem Oleate, und um dies zu zeigen, 
teile ich aus den Versuchsprotokoilen als Beispiel hier den 
foleenden Versuch mit. 


A. Versuch mit Glykocholat. 


(ilykocholatlosung (2% 0) Oleatlosung (/2° 0) Siitligung mit NaCl 
| » schwache Tritbung 
3 2 keine 
3 
OD starke 
i Wasser reichliche Fallung 
B. Versuch mit Taurocholat. 
Taurocholathisung (2% 0) Oleatlésung °/o) Sfittigang mit Natl 
com cem ziemlich reichliche Fallung 
3 2 schwache Tribung 
2.0 2,9 keine 
> » 
| schwache Triibung 
4 » Wasser reichliche Fallung 


Diese Beispiele zeigen also ganz deutlich, dab die Oleim- 
seife die der gallensauren Salze durch Nal voll- 
stiindig aufheben hann, und zwar hemmet sie noch stiirker das 
Aussalzen des) Glykocholates als das des Taurocholates. Da 
die Seife bekanntlich selbst dureh NaCl aussalzbar ist, wirken 
aso die gallensauren Salze und die Seife gegenseitig aufeinander 
ein. Bei Ubersehu®’ an Gallensalz wird dies, wie man sieht, 
zum Teil gefiillt: bei UberschuB an Seife wird diese zum Teil 
ausveschieden. Nur bet bestimmten Menvenverhiiltnissen der 
bheiden Stoffe bleibt die Fiillung ganz aus. Diese Mengenverhii't- 
nisse, welche in) den verschiedenen Versuchen nicht so selu 
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schwankten, lagen in dem nun mitgeteilten Versuche fiir das 
Glykocholat innerhalb der Grenzwerte 6:1 und 1:1. Fiir das 
Taurocholat waren die Grenzen Taurocholat : Olemseife -= 4: | 
und 4: 1. 

Da in einem Gemenge von Glykocholat und Taurocholat 
etwa 1 Teil Oleat die Ausfillung von Teilen gallensaurer 
Salzen durch NaCl verhindern kann, was itbrigens durch einen 
hesonderen Versuch kontrolliert’ wurde, kann man nicht an- 
nehmen, daB in der Galle die Seifen alletn hinreichend seien, 
um die Ausfiillung zu verhindern, es set denn, dai die Galle 
unbekannte Seifen von kriiftigerer Wirkune als das Oleat ent- 
hielte. Man mu also, wie es mir scheint, die Gegenwart auch 
von anderen fiillungshemmenden Stoffen in der Galle annehmen : 
hat doch Pfliiger') sogar behauptet, dab in der Galle Seifen 
nur spurenweise vorkommen kénnen. Ptitiger erhielt, wie 
oben bemerkt, bei Siittigune der frischen Galle mit Nal keine 
Killang oder ‘Triibung. Nach Zusatz von Fettsiiuren und der 
zu ihrer Bindung erforderlichen Karbonatmenge konnte er da- 
gegen mit die Seifen vollstiindig ausfillen. Da wir aber 
in dem Vorigen gesehen haben, da’ die Olseife aus einem 
Gemenge mit gallensauren Salzen, welches 16—20°%/o Seife 
enthiilt, nicht ausgesalzen wird, ist es nunmehr schwer, aus 
dem Versuche Pfliigers bestimmte Sehliisse beziiglich der in 
der Galle vorkommenden Seifenmengen zu ziehen. 

Pfliiger erhelt eine vollstiindige Ausfiillung der Seifen 
erst bei Anwendung von Kiilte. Teh habe deshalb auch ein 
paar Versuche unter starker Abkiihlung ausgeftihrt. In diesen 
waren allerdings die Fiillungen etwas stiirker, aber auch hier 
konnte das Auftreten einer Ausfiillung bei der Relation Glyko- 
cholat : Oleat = 6:1 und Taurocholat : Oleat — 4:1  voll- 
stindig verhindert werden. 

Die gegenseitige Einwirkung der gallensauren Salze und 
der Seifen (Olseife) auf einander, durch welche die Fiillbarkeit 
der genannten Stoffe durch Neutralsalz aufgehoben wird, macht 
es nicht unwahrscheinlich, dab es sich um Doppelverbindungen 
irgend einer Art handelt. Eine weitere Verfolgung dieser 


') Loc. cit. 
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Frage wie auch der von der Bedeutung dieser Verhiltnisse fiir 
die Resorption des Fettes ist mir wegen Mangels an Zeit nicht 


moglich gewesen. 


IlI. Zur Darstellung des Taurocholates. 


Bei dem Aussalzen einer Taurocholatl6sung mit) Nat] 
bleiben nur etwa °/o des Salzes in LOsung in dem Filtrate, 
und man konnte also hoffen, das NaCl mit Vorteil zur Dar- 
steilung des Taurocholates anwenden zu konnen. Bei Anwendune 
dieses Verfahrens auf die Dorschealle erhielt ich in der Tat 
auch eine reichliche Fiillung, die fast rein weib war, indem 
fast aller Farbstoff dem Filtrate zuriickblieb. Durch Aus- 
waschen mit gesiithgler NaC!-Losung, Auspressen und wieder- 
holtes Losen Alkohol und Eintrocknen (um das NaCl zu 
entlernen) erhtelt ich das Taurocholat rein mit 5.95 °/o Schwefel, 

Da die meisten Gallen nicht durch Nai tiilbar sind, kann 
dies einfache Verfahren selbstverstiindlich im allgemeinen nicht 
zur Verwendung kommen. Dagegen kann man das Taurochola! 
aus der Rindergalle durch Ausfillung mit NaCl darstellen, wenn 
man die Galle erst mit Bleizucker und dann mit Eisenchlorid 
ult. Das mit iiberschiissigem Na,CO, von Eisen befreite Filtra! 
kann, nach Abstumpfen der alkalischen Reaktion mit HCI, direk! 
mit NaCl vefallt werden. Das so erhaltene Taurocholat, welches 
rein weil ist, enthalt jedoch regelmiibig etwas Glykocholat, von 
dem es durch Losen in Wasser, vorsichtige Fiillung mit Eisen- 
chlorid, Entfernen des Eisens mit Na,CO, aus dem Filtrate und 


neue Aussiaizung — welches Verfahren, wenn notig, noch einma! 
wiederholt wird — befreit werden kann. Das nach diesem 


Verfahren von mir aus der Rindergalle dargestellte, rein weibe 
Taurocholat) enthielt’ in’ zwet Analysen 5,92 bezw. 5,94 >. 
was cinem Gehalte von 99,4 °%/o Taurocholat entspricht. 

Z7uletzt ist es mir eine angenehme Pflicht, dem Herrn 
Professor Hammarsten fiir die Anregung zu dieser Arbeit 
und die Unterstiitzung bei derselben meinen tiefgefiihlten Dank 
auszusprechen, 
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Beitrag zur Chemie des Kreatinins und Kreatins im Harne. 
Von 


Otto Folin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des «MacLean Hospital» tir Irrenkranke. 
Waverley, Mass. U.S. A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Februar 1904). 


I. Eine neue Methode zur Bestimmung des Kreatinins im Harne. 


II. Uber das Vorkommen von Kreatin im normalen Harn, und iiber 
die quantitave Bestimmung etwa vorhandenen Kreatins. 


Ill. Uber die Darstellung von Kreatinin aus dem Harne. 
IV. Uber die Bestimmung des Kreatininstickstoffs nach Kjeldahl. 


Ks gibt wohl keinen wichtigen) Bestandteil im Harne, 
dessen quantitative Bestimmung in jeder so unbe- 
friedigend ist wie die des Kreatinins. Mit) moglichst voll- 
stiindigen Analysen des Harns von Irrenkranken  beschaftigt, 
ist mir dieser Mangel in der Methodik der Harnanalyse sehr 
iistig gefallen, denn es gibt ja normalerweise nur zwei Be- 
standteile (Harnstoff und Ammoniak), deren Stickstoffgehalt in 
Prozenten des gesamten Stickstolfs des Harns berechnet grober 
ist als der des Kreatinins. Im Winter 1902—3 unternahm ich 
es daher, diese Liicke auszufiillen und, da die damals aus- 
vearbeitete Methode wiihrend der letzten neun Monate mit 
etwa 150 Harnen anscheinend zuverliissige Werte gegeben hat. 
elaube ich mit der Verdffentlichung der Methode nicht linger 
zogern zu miussen. 

Die hier zu beschreibende Methode ist eine kolorimetrische, 
begriindet auf die von Jaffe) entdeckte Reaktion des Kreati- 
mit alkalischer Pikrinsiiureldsung. Da nach Jaffe kein 
vnderer Bestandteil des Harns eine iihnliche Reaktion — gibt, 


*) Diese Zeitschrift, Bd. X, 5. 399 (1886). 
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schien es des Versuches wert, diese Keaktion auch fiir quan- 
titative Zwecke anzuwenden. Ber den folgenden Untersuchungen 
habe ich selbstverstiindlich die Méglichkeit, diese Angabe 
JaffGs unrichtig sein kOnne, nie aus den Augen verloren. Ich 
habe aber neben dem von Jaffe erwihnten Aceton nur Aecet- 
essivsiiure, Acctessigiither und Schwefelwasserstoff — also alles 
pathologische, und dazu aus Harnen leicht entfernende 
Substanzen, als st6Grend gefunden. 

Als Resultat) vielfacher Untersuchungen beziiglich der 
Reaktion des Kreatinins mit alkalischer Pikrinsiiurel6sune hat 
sich folgendes ergeben: 

10 mg Kreatinin in 10 cem Wasser gelOst gibt die maximiale 
Rotfiirbung fiinf bis zehn Minuten nach Zusatz von 15 cem 
1.2°%/oiger Pikrinsiiurel6sung und bis 8 com 10°/oiger Natron- 
lange. Die in dieser Weise erhaltene Losung auf 500 cem 
verdiinnt gibt eine Fliissigkeit. von der 8.1 mm in durch- 
fallendem Lichte genau dieselbe Farbe hat wie 8mm "2 Kalium- 
bichromatlosung, 

Dieses Verhiiltmis wurde mehrmals unter Anwendung von 
analysenreinem Kreatinin, Kreatin (vor den Versuchen durch 
Mrhitzen mit Salzsiiure in Kreatinin umgewandelt) sowie von 
dem Doppelptkrat von Kalam und Kreatinin ausprobiert. Ich 
vlaube daher fiir die Richtigkeit) dieses Befundes einstehe 
zu kOunen. 

diesen Wert festzustellen und um Kreatininbe- 
stimmungen nach diesem Prinzip auszufiihren, ist ein kolori- 
metrischer Apparat) notwendig, der genaue Ablesungen der 
Siiulenhohe der angewandten Fliissigkeiten bis auf ein zehntel 
Millimeter gestattet. soleher duberst bequemer und Teich! 
zu handhabender Kolorimeter ist) der franzosische Appara! 
von Duboseq, der bet diesen Untersuchungen benutzt wurde. 

den oben mitgeteilten maximalen kolorimetrischen 
Wert von LO mg Kreatinin in angedeuteter Weise fiir quanti- 
lative Zwecke anzuwenden, mubten noch folgende zwei Fragen 
beantwortet werden : 

Ist die durch alkalische Pikrinsiure erzeugte Fiarbung 
veniigend bestiindig? Dieselbe mub nimlich wenigstens einice 
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Minuten unveriindert bleiben, um genaue Ablesungen des 
kolorimetrischen Wertes zu ermodglichen. Diese Frage kann 
wohl bejaht werden, nicht aber im Sinn Jaffés. Die Stirke 
der Farbung ist niimlich wiihrend der ersten) wenigen (10) 
Minuten unveriindert, schon nach einer halben Stunde ist) sie 
aber entgegen den Angaben Jaffes merklich abgeschwiicht. 
Ks ist nicht zu verwundern, dafi diese Verhiiltnisse den quali- 
tativen Beobachtungen Jaffes entgangen waren: die her er- 
wihnten genauen Messungen deckten dieselben aber sofort auf. 

Mehrere Versuche wurden angestellt, um die entstelende 
Rotfiirbung lingere Zeit haltbar zu machen, aber vergebens. 
Wechselnde Mengen Alkali und Pikrinsiure, Abschlub von 
Licht, Abkithlung, Zusatz van Nicht-Elektrolyten waren alle 
ungeniigend, um dies zu bewirken. Doch ist die Unbestiindigkeit 
der durch alkalisehe Pikrinsiiure erzeugten HRotfiirbung, wie 
vesagt, von keiner praklischen Bedeutung, denn die ganze 
Kreatininbesimmung nimmt hochstens  zehn Minuten in 
A\nspruch, 

Die zweite, sehr wichtige Frage ist: wie verhilt sich die 
durch Kreatinin und alkalische Pikrinsiure erzeugte Fiirbung 
unter versehiedenen Verdtinnungen?  Gliicklicherweise kann 
auch diese Frage dahin beantwortet werden, dab miibige Ver- 
‘inderangen in der Verdiinnung, wie es praktische Harnianalysen 
erfordern, ohne wesentiiche Bedeutung sind. Zur Illustration 
selen folgende Experimente angelihrt: 

Versuch 1. 10 me Kreatinin, nach Zusatz der oben 
erwithnten Mengen Pikrinsiiture und Natronlauge, und darauf 
auf 500 cem verdiinnt, erfordern, wie schon erwiihnt, 8,1 mm, 
um dieselbe Farbe wie 8mm "/2 KaliumbichromatlOsung zu lefern. 

Versuch 2. 10meKreatinin wiein 1 behandelt, aber vor den 
Kolorimetrischen Beobachtungen nur auf 250 cem (anstatt auf 
900 cem) verdiinnt, erforderte 4,2 mm (anstatt 4,05), um die- 
selbe Farbe wie 8 mm ®/2 KaliumbichromatlOsung zu liefern. 

Versuch 3. 10mg Kreatinin mit denselben Reagentien in der- 
Weise behandelt. aber auf LOO0cem vor den kolorimetrischen 
beobachtungen verdiinnt, erforderte 15,9 mm (anstatt 16,2 mm), 
im dieseibe Farbe wie 8mm ® Kaliumbichromatlésung zu liefern, 
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Wenn die bei der esten Verdiinnung (10 mg Kreatinin 
pro erhaltene Zahl mm als Normalwert ange- 
nommen wird, wie dies bei meinen Kreatininbestimmungen der 
all ist, so entspricht die in 2 erhaltene Ablesung 9,64 mg 
Kreatinin und die in 3 erhaltene 10,2 mg — anstatt der 
wirklich vorhandenen {0 mg Kreatinin. Da die hier ange- 
wandten Verinderungen in der Verdiinnung weit grober sind, 
als praktische Bestimmungen im Harn sie erfordern, so ist es 
klar, daf hier keine bedeutende Quelle der Ungenauigkeit steckt. 

Denjenigen, welcher mit Farbereaktionen vertraut ist, 
may es etwas befremden, dai die hier in Frage stehende, ver- 
hiiltnismibig labile, organische Fiirbesubstanz sich so wenig 
mit der Verdiinnung veriindern sollte. Tatsiichlich ist die durch 
Verdiinnung erzeugte Veriinderung weit grober, aly durch die 
vegebenen Versuche angedeutet wird, und zwar int entgegen- 
vesetzter Richtung. Aus den Zahlen wiirde man zu der Sehlub- 
foleerung kommen, dab die Farbung durch ein rotgefiirbtes fon 
bedingt sei und dab die entsprechende Dissociation mit: groberer 
Verdiinnung ein wenig vermehrt wird. Dies ist aber nicht der 
Fall. Mit der Verdiinnung wird die gesamte Farbe der Fliissig- 
keit im Gegenteil vermindert. Nur kommt diese Tatsache bei 
der angegebenen Arbeitsweise nicht zum Vorsehein, weil ein 
anderer Faktor Veranderungen in entgegengesetzter Richtung 
verursacht und die wahre Wirkung der Verdiinnung verdeckt. 
Dieser Faktor ist die zunehmende Farbe pro Millimeter bei 
Anwendung von zunehmenden Volumina oder richtiger gesagt 
SiiulenhGhen fir kolorimetrische Beobachtungen. Diese Ver- 
hiiltnisse werden am besten durch ein paar Versuche klargestellt. 

Versuch 4. (Einflu® der Verdiinnung allein.) a) 10 ecm 
Harn mit 15 cem Pikrinsiiurelésung und 5 eem Natronlauge be- 
handelt, auf 250 cem > verdiinnt und sodann mit 8 mm ", 
Kaliumbichromatlésung verglichen, ergab den kolorimetrischen 
Wert mm. | 

b) 10 cem des Harns in derselben Weise behandelt, aber 
auf 500 cem (anstatt auf 250 cem) verdiinnt und analysiert mit 
4 mm (anstatt 8 mm) "/, Kaliumbichromatlésung verglichen, ergab 
hei der kolorimetrischen Beobachtung 6,3 mm. anstatt 5,2 mm. 
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Versuch. (Eintlub wechseinder Saiulenhohe allem.) a) 
einer KreatininiOsung (4.6 meg enthaltend) mit’ Pikrinsiiure und 
Natronlauge wie oben behande.t und auf 250 com verdiinnt, wurde 
mit 8 mm", Waliumbichromat verglichen. Die Beobachtung 
ergab 9 mm als den Vergleichswert der Loésung. 

b) Dieselbe wurde sogleich 
darauf mit 25 mm "/, Kaliumbichromatlosung (anstatt mit 8 mm) 
verglichen. Die Beobachtung ergab nun nur 20,3 mm anstatt 
der berechneten 28,2. mm. 

Aus Versuch #4 ist ersichtlich, dafi die wahre, durch Ver- 
diinnung erzeugte Veriinderung in der Farbe eine nicht unbe- 
deutende Verminderung ausmacht. bei doppelter Verdiinnung 
ist die Farbe um 17,5 °%/o vermindert. Aus Versuch 5 ist er- 
sichtlich, daB die zum Vorschein kommende rote Farbe noch 
mehr durch die, zur Beobachtung benutzte, Siulenhohe der 
Kliissigkeit bedingt ist. Bei Anwendung von einer Siiulenhéhe 
von 25 mm "/, Kaliumbichromatlosung anstatt 8 mm, als Ver- 
cleichszahl, erschien die pro Millimeter vorhandene Farbe um 
28°/o vermehrt zu sein. 

Durch einen gliicklichen Zufall decken diese Veriinderungen 
sich fast vollstiindig, wie aus Versuchen 1—3 zu entnehmen 
ist, so bei der praktischen Ausfiihrung der Versuche 
miifige Verdinderungen in der Verdiinnung ohne wesentliche 
Bedeutung sind. 

Nach diesen Vorbemerkungen méchte ich sogleich die hier 
in Frage stehende Kreatininbestimmung im normalen Menschen- 
harn beschreiben. 

Erforderlich sind: 

1. Kin zwei Réhren enthaltender Kolorimeter, in welchem 
die Hohe der anzuwendenden Fliissigkeiten bis auf '/:0 mm 
eingestellt werden kann. 

2. Kine halbnormale Kaliumbichromatlésung, 24,54 g pro 
Liter enthaltend. (Diese Lésung hilt sich Jahre lang unveriindert. ) 

3. Eine anniihernd gesiittigte (1,2°/oige) 


4. 10°/oige Natronlauge. 
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Ausfiihrung: 


nly Kaliumbichromatlbsung wird in das eine Rohr des 
Kolorimeters gegossen und genau bis auf 8 eingestellt. 
Um mit moéglichst groBer Sicherheit zu arbeiten, empfiehlt es 
sich, etwas "le BichromatlOsung auch in das zweite Rohr des 
Kolorimeters einzugieBen und mit dieser LOsung den kolori- 
metrischen Gleichspunkt aufzusuchen. Das Mittel drei 
oder vier Beobachtungen darf nicht mehr als O,1 mm vom 
richtigen Wert (8 mm) abweichen und die Differenz zwischen 
ie zwei Beobachtungen soll uicht iiberschreiten. Nach 
einiger Ubune ist der richtige Punkt leicht und sicher aufzufinden. 

10 cem Harn werden jetzt in einen 500° cem-MeBkolben 
abgemessen und £5 ecm Pikrinsiiurelosung und 5 cem Natron- 
lauge denselben zugesetzt. Die entstehende Fliissigkeit) wird 
ein paarmal geschiittelt und fiinf Minuten ruhig stehen gelassen. 
Am Ende dieser Zeit wird der MeBkolben bis zum 500 cem-Strich 
mit Wasser aufgeftillt und die entstehende Losung gut gemischt. 
Das zweite Rohr des Kolorimeters wird nun sogleich mit dieser 
Losung ausgespiilt und der kolorimetrische Wert der Loésung 
wird ganz wie vorher mittels der in) dem anderen Rohr des 
Kolorimeters vorhandenens mm KaliumbichromatlOsung bestimme. 

Die dem kolorimetrischen Werte entsprechenden Mengen 


Kreatinin sind leicht auf Grund des oben (S. 22%) gegebenen 
Faktors 8.1 zu berechnen. Nehmen wir an, dafi drei Be- 
obachtungen die kolorimetrischen Werte 7,3 mm, 7,1 und 
7,2 mm ergeben, im Mittel also 7,2 mm, so berechnet sich der 
Kreatiningehalt in cem Harn demnach aut x 10 oder 
11,25 mg. 

Geben die kolorimetrischen Beobachtungen Werte unter 
5 mm, dann macht man eine zweite Bestimmung unter An- 
wendung von nur) ecm Harn. Oder 25 cem Harn werden 
zuerst mit 25 cem Wasser verdiinnt und die Bestimmung wird 
mit 10 cem verdiinnten Harns wiederholt. Oder die Bestimmung 
wird mit 10 cem nicht verdiinnten Harns unter Anwendung 
von einem L000 cem-Mebkolben wiederholt. 


Gibt die erste kolorimetrische Untersuchung andererseits 
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Werte, die tiber 15mm legen, dann wird die Bestimmung mil 
20 com Harn wiederholt. Mit anderen Worten: Die zur An- 
wendung Kommenden Mengen Harn sollen 7—15 mg Kreatinin 
pro 500 cem Fliissigkeit enthalten. 

Hier mub vor alem davor gewarnt werden, keine anderen 
Werle als 8 mm "2 KaliumbichromatlOsung (oder 40 mm "/10- 
Lésung) als Vergleichszahl anzuwenden, denn die mit anderen 
Mengen Bichromatl6sung erhaltenen Werte sind nicht richtig 
unter Anwendung des oben gegebenen Faktors 8,1 mm_ fiir 
10 mg Kreatinin (wie ja ganz kiar dem oben zitierten Ver- 
suche Nr. 5 za entnehmen ist). Dieser Wert schien mir sehr 
veut geeignel. um genaue kolorimetrische Beobachtungen er- 
statten.  Jeder, der andere Werte benutzen will, zuerst 
mit bekannten Mengen Kreatinin eine Normalzahl feststellen. 

Zum Schlub gestatte ich mir zu bemerken, dab ich iiber 
etwa 150. Kreatininbestimmungen in Harnen von Irrenkranken 
verfiige. Da die Mehrzahl von diesen bald im Zusammenhang mit 
venauen Stoffwechseluntersuchungen zur Verdffentiichung kommen 
werden, mochte ich es unterlassen, dieselben hier weiter zu 
berithren. Nur dies sei noch einmal bemerkt, dab diese ziem- 
lich umfangreichen Stoffwechseluntersuchungen keinen Grund 
gaben, die Richtigkeit’ der erhaltenen Kreatininzahlen zu be- 
gweifeln. Auch meine Erfahrungen bei der unten zu beschrei- 
benden DarstcHung von Kreatinin aus Harn sprechen zugunsten 
der Zuverlissigke.t meiner analylischen Bestimmungen,  insbe- 
sondere die Tatsache, da®B alles kolorimetrisch nachweisbare 
Kreatinin bis auf 1,25 mg pro 10 com Harn durch Siittigung 
mit Pikrinsiure ausgefallt wird. Der zuriickbleibende Rest ist 
in jedem Harne derselbe, mag der Harn urspriinglich viel oder 
weg Kreatinin enthalten haben. Er entspricht der Loslichkeit 
des Pikrinsiiuredoppelsalzes von Kalium und Kreatinin von nur 
68,7 mg pro 100 cem. Jaffe (loe. cit. S. 3897) fand die Loés- 
lichkeit dieses Salzes (in Wasser) zu 180,6 mg pro LOO cem. 

Indessen bin ich mir wohl bewubt, dah ich die Zuver- 
lissigkeit dieser Methode noch nicht mit ailer Scharfe bewiesen 
habe, aber das ist ja auch nicht der Fall fiir irgend welche 
andere Methode zur Bestimmung des Kreatinins. 
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Die Neubauersche Methode zur Bestimmung des Krea- 
tinins, die ja als die einzig brauchbare eine etwas allgemeinere 
Anwendung gefunden hat, ist nicht nur auberst mithsam und 
zeitraubend, sondern auch unzuverlissig. Doch scheint gerade 
die Unzuvyerliblichkeit dieser Methode nicht allgemein bekannt 
zusein, obwohl das Wichtigste, was wir der letzten dieses 
Thema betreffenden. Abhandlung Salkowskis!) entnehmen 
konnen, gerade der Nachweis dieser Unzuverlissigkeit ist. 
Salkowski selbst hat diese SehluBfolgerang aus dem einen 
oder anderen Grunde nicht sehr deutlich hervorgehoben (siehe 
aber S. 47%) und sie scheint daher auch von anderer Seite 
keine Beachtung gefunden zu haben. Das verhiiltnismiibig selir 
spiirliche Vorkommen von Kreatininbestimmungen in der volu- 
minosen Harnliteratur ist aber vielleicht eben so sehr auf ein 
mehr oder minder ausgesprochenes M.Btrauen gegen die Zuver- 
laiBlichkeit dieser Methode als auf deren Umstiandiiehkeit zuriick- 
zufiihren. 

Gegeniiber der Neubauerschen Methode bietet die hier 
beschriebene den nicht unbedeutenden Vorteil, dab sie gestattet, 
eine Kreatininbestimmune in tO—15 Minuten und unter An- 
wendung von nur 10—20 cem Harn auszufiihren. 


I. 


Weder das Vorhandensein noch das Nichtvorhandensein 
des Kreatins in normalem Menschenharn ist bis jetzt erwiesen. 
Diese Liicke in unserer Kenntnis des Harns ist dadureh bedingt, 
daf das Kreatin keine charakteristischen Eigenschaften besitzt, 
die den qualitativen Nachweis etwa vorhandener kleiner Mengen 
desselben im Harn gestatteten, und weiter dadurch, da8 be| der 
Neubauerschen Methode zur Bestimmung des Kreatinins/das- 
selbe nicht scharf von etwa beigemengten Mengen Krehtins 
getrennt werden kann. Meine oben geschild@rte Methode zur 
Bestimmung des Kreatinins scheint aber sehr gut geeignet, um 
diese Lueke in unseren Kenntnissen des Harns zu fiillen, denn 
durch vielfache Versuche habe ich mich iiberzeugt, dal das 


') Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 471 (1890). 


oP 
» 
| 
4 
| 
j 
as 


Beitrag zur Chemie des Kreatinins und Kreatins im Harne. 231 


Kreatinin auch bei Anwesenheit von noch so grofen Mengen 
Kreatins nach dieser Methode gesondert bestimmt wird. 

Um das Kreatin im Harne nachzuweisen bezw. quanti- 
tativ zu bestimmen, wird deshalb zuerst der Gehalt des priifor- 
mierten Kreatinins festgestellt. In einer anderen Probe des 
Harns wird das etwa vorhandene Kreatin durch geeignete Be- 
handlung in Kreatinin tibergeftihrt und die dadurch erzeugte 
Vermehrung des letzleren durch eine zweite kolorimetrische 
Beobachtung bestimmt. 

Die Bedingungen fiir die quantitative Uberfiihrung kleiner 
Mengen Kreatins (etwa 10—200 meg) in Kreatinin durch Er- 
hitzen mit verdiinnter Salzsiiure wurden schon in Zusammen- 
hang mit der Feststellung des kolorimetrischen Wertes des 
Kreatinins ermittelt. (Uber die quantitative Umwandlung gréberer 
Mengen Kreatins siehe unten 5S, 238 ) Aus diesen Untersuchungen 
entnehme ich folgendes: 5—10 mg Kreatin +- 10 com Wasser 
und 5 ecem normale Salzsiiure werden durch dreistiindiges Er- 
hitzen auf 90°, oder auf dem Wasserbade, quantitativ in Krea- 
linin umgewandelt. Nach zweistiindigem Erhitzen auf 90° ist 
nur etwa des vorhandenen Kreatins in Kreatinin ibergeliihrt. 

Durch dreistiindiges Erhitzen von 10 cem Harn | 
normaler Salzsiiture auf dem Wasserbade ist demnach sicher 
alles vorhandene Kreatin 1 Kreatinin umgewandelt. Durch 
solehes Erhitzen wird der Harn deutlich braun gefiirbt, doch 
ist diese gleich der urspriinglichen Farbung des Harns nach 
der Verdiinnung auf 500 cem kaum mehr wahrnehmbar. 

Aus meinem Protokolle entnehme ich nun einige in dieser 


cem 


Richtung ausgefiihrte Versuche, um die Frage des Vorhanden- 
seins des Kreatins im Harne zu beleuchten. 

Harn Nr. 1. Spez. Gewicht 1,014. Aeiditiit = 7 cem "10 
pro 25 cem. 

a) 10 cem Harn --.15 cem Pikrinsiurelosung -}- 5 
Natronlauge, nach fiinf Minuten auf 250 com verdiinnt, ergab eine 
Fliissigkeit, von der 7,8 mm kolorimetrisch 8 mm ®/2 Kaliumbichro- 
matlosung gleich war. Demnach waren 5,3mg Kreatinin vorhanden. 

b) 10 cem wurden nun vor der Kreatininbestimmung 
4 Stunden lang mit 5 ccm "HCl erhitzt. Bei gleicher Ver- 
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diinnung (250 com) wurde nun der kolorimetrische Wert 6,6 mm, 
entsprechend 6,15 mg Kreatinin gefunden. 

Dieser Harn enthielt also 5,3 mg priiformiertes Kreatinin 
und daneben eine 0,85 mg Kreatinin entsprechende Menge Krea- 
tin — also 0,99 mg. (1 mg Kreatinin entspricht 1,16mg Kreatinin. ) 

Dieser Harn wurde zwei Wochen lang unter Zusatz von 
Chloroform und Thymol aufbewahrt. Die Kreatininbestimmunug 
vor und nach der Salzsiiurebehandlung ergaben dann die fol- 
gende Werte: 

a) Die direkte Kreatininbestimmunge ergab kolori- 
metrischen Wert 8.8 mm, entsprechend 4,6 mg Kreatinin§ pro 
10 com Harn. 

b) Nach 4stiindigem Erhitzen mit Salzsiure wurde der 
kolorimetrische Wert 6.7 mm, entsprechend 6,00 mg Kreatinin 
vefunden., 

Nach zwei Wochen hatte sich also 0,7 mg Kreatinin, ent- 
sprechend 13,2°/o des urspriinglich vorhandenen Kreatitins in 
Kreatin umgewandell. Die Aciditit des Harns war diesma! 
6,7 ccm "/10 pro 25 com — also keine bemerkenswerte Veriinderung. 

Harn Nr. 2. 

a) Direkte Kreatininbestimmung in cem aul 500 cet 
verdiinnt, ergab 6.4 mm, entsprechend 12,5 mg Kreatinen, 

bi Nach zwei Wochen ergab die direkte Kreatiuinbestim- 
mung 7,3 mm entsprechend 11,1 mg Kreatinin, 

¢) Nach dem = Erhitzen) mit Salzsiure wurden diesmai 
6,6 mm, entsprechend 12,3 mg Kreatinin erhalten. 

Dieser Harn enthielt also urspriinglich kein Kreatin; nach 
zwei Wochen aber hatte sich 1,4 me Kreatinin (141,20) 
Kreatin umgewandelt. 

Harn Nr. 3. Aeiditéit = 8 cem "/10 pro 25 cem. 

a) Kreatininbestimmung direkt (10 cem auf L000 cem ver- 
diinnt) ergab 8.5 mm = 19,1 mg Wreatinin pro LO cem. 

b) Nach Erhitzen mit 5 cem "HCl wurde 8,5 mm, ent- 
sprechend 19,1 mg Kreatinin erhalten. Dieser Harn enthiell 
demnach kein WKreatin. 

Nach 7tiigigem Aufbewahren ergab eine direkte Kreatinin- 
bestimmung genau denselben Wert (8,5 mm) 19,1 mg Kreatinin. 
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Auch nach dieser Zeit war also in diesem Harn kein Kreatin 
vorhanden. 

Harn Nr. 4. Spez. Gewicht 1,0225, Aciditiit 13,5 
pro 25 

a) Kreatininbestimmung direkt (10 cem auf 500 ccm ver- 
diinnt) ergab 7 mm, entsprechend 11,6 mg Kreatinin. 

b) Nach dem Erhitzen mit Salzsiiure wurden 6,9 mm er- 
halten, entsprechend 11,7 mg Kreatinin. 

Also auch hier kein Kreatin. 

Nach einer Woche wurden nochmals (ohne Erhitzen mit 
Salzsiiure) 7 mm entsprechend 11,6 mg WKreatinin erhalten. 

Harn Nr. 5. Frisch gelassen 10 Uhr vormittags. 

a) Direkte Kreatininbestimmung in 10 cem auf 1000 com 
verdiinnt ergab 8 mm = 20,25 me Kreatinin. 

b) Nach Erhitzen mit Salzsiiture wurden erhalten 
7.65 mm, entsprechend 21,2 mg WKreatinin. 

Dieser Harn enthiilt demnach 20,25 me Kreatinin und 
mg Kreatin pro 10 cem. 

Harn 6. Von demselben Tage und der gleichen Versuchs- 
person 3.30 nuchmittags 

a) Direkte Krealininbestimmung in 10 cem auf 1000 cem 
verdinnt ergab 9.8 mm = 17,4 mg Kreatinin. 

Nach dem Erhitzen mit Salzséiure wurden erhalten 
Y mm, entsprechend 18 mg Kreatinin. 

Diese Harnprobe enthielt demnach 17,4 mg Kreatinin und 
0,7 mg Kreatin. 

Aus Stickstoffbestimmungen in den letzten zwei Harn- 
proben ergab es sich, dab der Kreatininstickstoff 5,6°/o resp. 
5,8°%o des gesamten Stickstoffs repriisentierte. 

Harn Nr. 7. An demselben Tage wie Harn Nr. 5 10 Uhr 
vormittags gelassen. 

a) Direkte Kreatininbestimmung in 10 cem (auf L000 ecm 
verdtinntl) ergab 7,6 mm, entsprechend 21,3 mg Kreatinin. 

b) Nach dem Erhitzen mit Salzsiure wurden erhalten 
7,95 mm. (Also kein Kreatin.) 

Der Stickstoff des Kreatinins entsprach hier 6,4°/o des 
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Harn Nr. 8. Von derselben Versuchsperson 3.30 nach- 
mittags gelassen. 

a) Direkte Kreatininbesummung in 10 cem (auf 1000 cem 
verdiinnt) ergab 9.8 mm, entsprechend 16,6 mg Kreatinin. 

b) Nach dem Erhitzen mit Salzsiure wurden genau diec- 
selben Werte erhalten. Also auch hier kein Kreatin. 

Der gefundene Kreatininstickstoff entsprach 5,54°/0 des 

Hari Nre 9. Dieser Harn wurde von einer dritten Ver- 
suchsperson an demselben Tage wie die Harne Nr. 5 und 7 
(11.50 vormittags) @classen. 

a) Direkte Kreatininbestimmung in 10 com (auf com 
verdiinnt) ergab 12,4 mm, entsprechend 13,1 mg Kreatinin. 

b) Nach dem = Erhitzen mit Salzsiiure wurden erhalten 
11,65 mm, entsprechend 14 mg Kreatinin. 

Diescr Harn enthielt also 13,1 mg Kreatinin und 1 me 
Kreatin pro tO 

Der Wreatininstickstoff entsprach 3,44°/o des Gesamt- 
stickstolls. 

Harn Nr. 10. Diese Harnprobe bestand aus einem Ge- 
menge von «Morgenharnen»s von fiinf normalen Personen. Dic 
Kreatininbestimmung wurde um 8 Uhr, also etwa 2 Stunden. 
nachdem der Harn gelassen wurde, ausgefihrt. 

a) Direkte Kreatininbesummung in 10 cem (auf 1000 cem 
verdiinnt) ergab 8,2 mm, entsprechend 19,8 me Kreatinin. 

b) Nach dem Erhitzen mit Salzsiure wurden erhalten 
7,8 mm, entsprechend 20,8 mg Kreatinin. 

Diese Harnprobe enthielt also 19,8 mg Kreatinin und 
1,16 mg Kreatin. 

Der Kreatininstickstoff entsprach 6°/o des Gesamtstickstoffs. 

Aus den obigen, mit normalen Harnen ausgefiihrten Ver- 
suchen ist ersichtlich, daB solche Harne bisweilen ganz be- 
merkbare, Ofters aber nur minimale Mengen oder auch gar 
kein Kreatin enthalien., 

Ks witre wohl ganz interessant, diese Versuche auf eine grobe 
Reihe normaler und pathologischer Harne auszudehnen. Mit andern 
Arbeiten beschiiftigt, habe ich dies aber unterlassen miissen. 


ee 
‘a 
: 
< 
| 
| 


Beitrag zur Chemie des Kreatinins und Kreatins im Harne, 259 


lil. 


Um meine analytischen Untersuchungen des Kreatinins zu 
vollenden, schien es mir notwendig, einige Gramm analysen- 
reiner Substanz in Hiinden zu haben. Wegen der auberordent- 
lichen Kostspieligkeit des Kreatinins (es kostet elwa 80 Mk. 
pro Gramm in Amerika) unternahm ich es, dasselbe aus Harn 
darzustellen und bin ich dabei zu einem Verfahren cekommen, 
das, wie es mir scheint, weit zweckmiifiger ist. als jede der 
bisher gebriiuchlichen Methoden. 

Als Ausgangspunkt auch fiir diese Arbeit wurde die schone 
Untersuchung Jaffés . Uber den Niederschlag, welehen Pikrin- 
siure im normalen Harn erzeugt ele.» (loe. cit.) gew 

Normaler Menschenharn, Spez. Gewicht 1,020-—1,025, 
enthilt 15 bis 20 me Kreatinin pro 10 cem. Durch Satiigung 
desselben mit Pikrinsiiure wird alles Kreatinin bis 1,25 mg pro 
10 eem in wenigen Minuten gefiiilt. Die entstandene Fiillung 
besteht bis zu 75—90 °/o aus dem von Jaffe beschriebenen 
Doppelpikrat von Kreatinin und Kalium. Diese Tatsachen konnte 
ich leicht kolorimetrisch feststelien. Sie bildeten die Grundlage, 
auf welcher folgendes Verfahren aufgebaut wurde. 

18 ¢ Pikrinsiiure, fir je einen Liter Harn, werden abge- 
wogen und in kochendem Atkohol (100 cem Alkohol fiir 
je 40 g Pikrinsiiure). Diese heife Losyng wird unter kriiftigem 
Umrithren in den Harn gegossen. Das Umriihren wird ein paar 
Minuten fortgesetzt (ohne die Wiande d@s Gefiibes zu beriiren!), 
bis die Ausfillung des Pikrats beginnt. Nach einer halben bis 
drei vierte! Stunde ist nun beinahe alles Kreatinin in dem 
schweren sandigen Bodensatz enthalten. Die Fliissigkeit ist 
aber noch durch ausfallende Harnsiinre getriibt. Diese Fliissig- 
keit wird nun moglichst vollstiindig ausgehebert und der Boden- 
satz anf dem Saugefiiter mit gesiittigter PikrinsiurelOsung griind- 
lich gewaschen. 

Aus dieser Fitllung ist das Doppelpikrat von Kalium und 
Kreatinin leicht rein darzustellen, denn sie enthilt zum Unter- 
schied von der Fiillung nur Spuren von Harnsiure. Viermaliges 
Umkrystallisieren aus heibem Wasser gibt das erwiinschte 
Pikrat analysenrein. 
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Fiir die Darstellung des Kreatinins ist es aber unnitig. 
das Pikrat umzukrystallisieren. Aus demselben kann das Krea- 
tinin in belebig kouzentrierter LOsung direkt in foleender Weise 
erhalten werden: Das noch feuchte Priizipitat wird gewogen 
und mit etwa halb sovieF Gewichtsteilen Kaliumbikarbonat und 
ca. com Wasser pro je 4 1 des angewandten Harns wiihrend 
einer Stunde in emer groben Reibschale verrieben. Das Kalium- 
bikarbonal bewirkt keine gegenseitige Zersetzung des Kreatinins 
und der Pikrinsiiure, wie dies stiirkere Alkalien tun, auch keine 
bemerkbare Umwandlung des Kreatinins in’ Kreatin.  Dureh 
diese Behandlungsweise geht aber das Kreatinin quantitativ in 
Losung und die entsprechende Pikrinsiiure wird in das schwer- 
losliche Kaliumsalz iibergeftihrt. Letzteres wird auf dem Sauge- 
filter abfiltriert und mit kleinen Mengen Kaliumbikarbonallésung 
vewaschen. Die kolorimetrische Untersuchung zeigt jetzt, dab 
die Fiillune kreatininfrer ist und da® das schwaeh rotevetiirbte 
Kiltrat das urspriinglich im Harn vorhandene Kreatinin enthiilt. 

Diese Losung, die das Kreatinin neben Kaliumbikarbonai 
und kleinen Mengen von Verunreinigungen enthalt, wird vor- 
sichlig mit 2O°/olger Schwefelsiure neutralisiert. Die schwacl 
saure Losung wird darauf mit) zwei Volumina Methyl- oder 
vermischt und sog’eich (ohne zu fillricren) mil 
Kleinen Mengen ‘Tierkohle (etwa 50 g pro je 8 1 Harn) ent- 
fiirbt. Nach eimigen Minuten wird fillriert, um die Tierkotle 
und fast das gesumte, durch Alkohol ausgefiiiite Kaliumsulfal 
zu entfernen. Das schwach gelbgefiirbte Filtrat wird am besteu 
elnige Stunden, oder bis niichsten Tage, stehen gelassen 
und nochmals filtriert. Letzteres Filtrat: enthait) nun neber 
iiuberst geringen Spuren von Kaliumsuifat das gesamte Krea- 
tinin mit) Ausnahme von kleinen Mengen (etwa 0,5 bis 1g). 
die von der Tierkohle zuriickgehalten wurden. 

Bis zu diesem Punkt war die Untersuchung selir einfach. 
und es gejingt leicht, fast das gesamte Kreatinin aus beliebig 
groben Harnmengen von fast allen anderen Bestandteilen de> 
Harns zu trennen. Vielfache Versuche, aus der erhaltenen 
Losung das Kreatinin direkt) durch Konzentrieren und Um- 
kristallisieren rein darzustellen, sind aber alle bisher ohne Eriol, 
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gewesen. Durch Anwendung von Zinkchlorid gelingt es aber 
leicht, vollstiindig reines Kreatinin zu erhalten. Das Verfahren 
ist folgendes: 

Der Kreatininlésune wird konzentrierte Zinkchloridl6sung 
allmiihlich zugesetzt, solange noch eine weitere Féllung entsteht, 
und das Ganze bis am niichsten Tage stehen gelassen. Das 
entstandene Doppelsalz wird abtiltriert und eimge Male mit 
50°%/oigem Alkohol gewaschen. Wenn nicht alizu wenig Tier- 
kohle zur Entfirbung angewandt wurde, so erhiilt die 


Killune vollstiindig weib, sonst kann dieselbe scliwach gelb 


cefiirbt sein. Aus diesem Kreatininchlorzink wird nun das 
Kreatinin in bekannter Weise durch Behandlung mit Bleihydrat 
von Zink und Chlor befreit. Nach dem Kochen mit dem Ble: 
hydrat, das in UberschuB vorhanden sein empfiechlt es 
sich, Schwefelwasserstoff wiihrend eeiniger Minuten, d. oh. bis 
die gesamte Fiillung fast vollstiindig schwarz ist, durchzuleiten. 
Durch diesen kleinen WKuustgriff erhilt man eine sehr leicht 
lilirierbare, anstatt der iiblichen, diuBerst schwierig zu filtrierenden, 
Mischung (natiirlich das H,5-Durchleiten nicht bis zu Zer- 
setzung des Bleichlorids fortgesetzt werden). Das klare Filtrat 
wird jetzt dureh Schwefelwasserstoff vollstiindig entbleit. 

Die in dieser Weise erhaltene wasserklare LOsung enthilt 
ein Gemenge von Kreatinin und Kreatin. Die Menge des Kreatins 
kann in einigen Minuten nach dem oben beschriebenen kolori- 
metrischen Verfahren festgestelil werden. Zu diesem Zwecke 
macht man zuerst einen orientierenden Versuch mit etwa O,f eem 
Losung, dann wird t cem der Losung verdiinnt bis zu elwa 
| mg pro Kubikzentimeter. Die genaue Bestimmung wird mit 
dieser verdiinnten Lésung angestelit. 

l'm das Kreatin, das neben dem Kreatinin vorhanden ist, 
yenau zu bestimmen, nimmt man 5—10 cem der verdtiinnten 
LOsung und erhitzt auf dem Wasserbade mit 5 cem normaler 
Salzsiiure wihrend 3 Stunden. Jetzt wird das Gesamtkreatinin 
bestimmt und aus den erhaltenen Zahlen ist die Menge des 
Kreatins leicht zu berechnen. 

Nach dem wohlbekannten Liebigschen Verfahren. sollte 
nun die Kreatin und Kreatinin enthaltende Losung konzentriert 
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werden, um zuerst das schwerldsliche Kreatin zu entfernen. 
Durch kolorimetrische Untersuchungen habe ich aber gefunden, 
dai es gar nicht leicht ist, Kreatin und Kreatinin in dieser 
Weise zu trennen, und ich bin uberzeugt, viele von den- 
jenigen, welche das Liebigsche Verfahren benutzt haben, wohl 
reines Kreatin, nicht aber reines Kreatinin in dieser Weise 
erhalten haben. Ich bezweifle auch sehr die Richtigkeit der 
Liebigschen Angabe, da’ Kreatin durch Erhitzen mit mole- 
kularen Mengen Schwefelsiiive unter den vor ihm angegebenen 
Bedingungen quantitativ in Kreatinin umgewandelt wird. 

Um das Gemenge von Kreatin und Kreatinin quantitatiy 
als Kreatinin zu erhalten, habe ich daher das folgende Ver- 
fahren ausprobiert: Entsprechend je 4g des obigen Gemenges 
werden 50 com normaler Schwefelsiiure der Losung zugesetzt. 
Diese Losung wird dann durch Kochen eingedampft, bis das 
Volumen der Fliissigkeit etwa der Menge zugesetzter Normal- 
siiure entspricht, und darauf 36 bis 48 Stunden lang auf dem 
Wasserbade erhitzt. Erst nach solchem langwierigen Erhitzen 
habe ich das Kreatin quantitativ in’ Kreatinin) umgewandelt 
vefunden. Eine Baryumhydratlosung, titrimetrisch zuge- 
setzten Schwefelsiiure entsprechend, wird dann in das Kreatinin- 
schwelelsiiuregemisch eingegossen. Nach einer halben Stunde 
wird das Baryumsulfat abfiltriert und das Filtrat und Wasch- 
wasser rasch tiber der freien Flamme durch Kochen konzentriert, 
bis in der noch kochenden Fliissigkeit ein Teil des gelésten 
Kreatinins schon ausgefallen ist. Nach dem Erkalten ist die 
eanze Fliissigkeit: gewohnlich erstarrt. Die Mutterlauge wird 
auf dem Sauefilter abgesaugt und das Kreatinin mit kleinen 
Mengen Alkohol zwei oder dreimal gewaschen. Durch zwel- 
maliges Umkristallisieren ist das in dieser Weise erhaltene 
Kreatinin: analysenrein. 

IV. 

In mehreren schnell aufeinander folgenden Abhandlungen 
verschiedener Forscher sind die von Kutscher und Steude! 
gehegten Zweifel an der Anwendbarkeit des Kjeldahtschen 
Prinzips bei Stickstoffbestimmungen in gewissen einfachen Ver- 
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bindungen von physiologischer Bedeutung als unbegrindet be- 
zeichnet.!) Mit der genauen Arbeitsweise Kutschers personlich 
bekannt, unternahm ich es, trotz der oben erwihnten Mit- 
teilungen, die Kjeldahische Methode auf ihre Genauigkeit 
noch einmal zu priifen. Hier mochte ich eimige dieser mit 
Kreatinin angestellten Versuche anfiihren, denn sie geben ja auch 
Aufschlu® dariiber, inwieweit das nach meiner Methode dar- 
vestellte Kreatinin als rein anzusehen ist. 

Zuerst sei mir gestattet, einige kurze Bemerkungen tber 
die Methode Kjeldahts im allgemeinen vorauszuschicken., 

Das Kjeldahlsche Prinzip wird der Hauptsache nach 
als ein Oxydationsvorgang aufgefabt und aus diesem Grunde 
wird die Reaktion (nach vielen Forschern) zuletzt durch Zusatz 
von einem «kriftigen Oxydationsimittel, (Nallumpermanganat) 
vollendet». Bei hoch komplizierten, organischen Substanzen, 
wie den Eiweiik6rpern oder Getreidesubstanzen, ist diese Aul- 
fassung unzweilelhalt insofern richtig, als die Reaktion von 
kriftigen Oxvydationsvorgiingen begleitet) sem mub. 
Diese Oxydationsvorgiinge sind auf die Zersetzung der Schwefel- 
siiure zuriickzutihren. Die erhitzte Schwefelsdure zerfallt: bei 
den hohen 'Temperaturen in Wasser und Schwefeltrioxyd. Letz- 
teres ist ein ziemlich unbestiindiger Korper und zerfallt weiter, 
besonders bei Anwesenheit von oxydabeln Substanzen, in 
Schwefeldioxyd und Sauerstoff. Die praktische Darstellung von 
SO, und Sulfiten aus H,SO, ist ja auf dieser Reaktion begriindet. 

Der Hauptsache nach erscheint mir aber die Kjeldahtsche 
Reaktion nicht ein Oxydations-, sondern ein hydrolytischer 
Spaltungsvorgang zu sein. Bei einfachen chemischen Verbin- 
dungen, wie Kreatin, Kreatinin, Harnstoff, Harnsiiure, Guanidinusw., 
handelt es sich meiner Ansicht nach ausschlieBlich um hydro- 
lytische Spaltungsvorgiinge (abgesehen von der Oxydation etwa 
vorhandener Alkylgruppen. wie in Kreatin und Kreatinin). Die 


1) Kutscher und Steudel, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 5S. 12. 
Beger, Fingerling u. Morgen, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 5.329, 
Malfatti, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 5S. 467. 

Sdrensen und Padersen, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 5.513 
Schéndorff, Pfliigers Archiv, Bd. 98, 5. 130. 
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Vorstellungen Malfattis (loc. cit.) tiber die Kjeldahlsche 
Reaktion bei diesen Verbindungen scheinen mir daher  nieht 
zutreffend zu sein. Die Zersetzung des von ihm als Beispiel 
herangezogenen Guanidins,ist als eine reine hydro!lvtische Spal- 
tung zu bezeichnen, fiir deren Stattfinden kein «Sauerstoff» und 
kein «reduzierender Kérper» notwendig ist. (HNC(NH,), 4- 2H,0 
= 3NH, -- CO,). Die Schwefelsiiure ist hier nur als ein Kata- 
Ivtisches Reagens aufzufassen, dessen Wirkungsweise durch 
intermediiire Reaktionen nach Ostwald oder nach Nef zu 
erkiiiren ist. Die Tatsache, bei solchen  hydrolytischen 
Spaltungen die Anlagerung des Wassers in der Weise staltt- 
findet, daB das eine Spaltungsprodukt den Sauerstoff, das andere 
den Wasserstoff desselben aufnimmt, iindert nichts an dieser 
Anschauungswetse. 

Das praktische Resultat dieser Betrachtungsweise ist, dal 
bei Kjeldahlschen Stickstoffbestimmungen in den  oben- 
erwihnten einfachen Verbindungen und mehreren anderen der 
Zusatz von Kaliumpermanganat auch in Losung, wie Malfatti 
vorschreibt, als unndtig, wenn auch nicht als schiidlich be- 
frachtet werden muf. Dies entspricht nun meinen Erfahrungen. 
wenligstens soweit es sich um Harnstoff, Kreatin, Kreatinin 
und Harnsiiure handelt. 

Anders verhiilt es sich mit Malfattis Uberlegungen be- 
ziiglich der Anwesenheit wenigstens minimaier Mengen Wasser- 
bei Sticksloffbestimmungen nach Kjeldahl. Uber die Not- 
wendigkeit desselben stimme ich mit thm volikommen iiberein — 
ohne Wasser heine hydrolytischen Spaltungen. Nun enthalt ja 
20 konzentrierte Schwefelsiture wohl immer geniigende 
Mengen Wasser, um die in 100—200 mg vorhandenen Amido- 
oder Imidogruppen als Ammoniak abspalten zu konnen. Nichts- 
destoweniger habe ich es zweckmiibig gefunden, bei den oben- 
erwiihnten Verbindungen etwas Wasser oder noch besser 
wasserhaltige Kristalle hinzuzutiigen. 

In den folgenden mit Kreatinin ausgefiihrten Stickstoti- 
bestimmungen wurden abgewogene Mengen mit 20 ccm H,SO, 
unter Zusatz von 2 ¢ eines Sulfatgemisches (10°/o Kupfersulfal 


und 90°/o Kaliumsulfat enthaltend) erhitzt. Dieses Salzgemisch 
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wurde darum gebraucht, weil es vorziigliche Dienste bei der 
Stickstoffbestimmung im Harn gegeben hatte. Daneben wurden 
Ofters 5 ecm Wasser zugesetzt. Bessere Resultate  lieferte 
aber der Zusatz von 5g kristallisierten Dinatriumphosphates. 
Dieses Salz wird natiirlich durch die Schwefelsiure in Sulfat 
und freie Phosphorsiiure zersetzt, aber das Natriumsulfat ist 
auch geneigt, Kristallwasser zuriickzuhalten, und die entstandene 
Phosphorsiiure wohl durch Umwandlungin Pyrophosphorsiiure 
oder Metaphosphorsiiuren mehr oder weniger Wasser abgeben. 

Theoretisch ist der Prozentgehalt an Stickstoff im Wrea- 
linin 37,2L° 

Nr. 1. 0.17425 Kreatinin-}- etwa 1 Quecksilber -+ 5cem 
H,O 20 com Schwefelsiiure. Kochdauer 2 Stunden. 

Krhalten wurde 46 ecm ™/10 ob 

Nr. 2. 0.2209 ¢ Kreatinin -!- 2 Sulfatgemiseh 4-5 cem 
H,O 20 cem H,SQ,. Stunde. Nach Kr- 
kalten wurden einige Kubikzentimeter KMnO,-Losung (nach 
Malfatti) zugesetzt und das Kochen nach 20 Minuten wiederholt. 

Erhalten wurden 58,2 cem®/10 NH, entsprechend 36,88°/oN,. 

Nr. 3. 0.1592 g Kreatinin -!- 2 g Sulfatgemiseh 20 cem 
H.SO, (kein Zusatz von Wasser). Kochdauer 50° Minuten. 

Krhalten wurden 41,9 cem®/10 entsprechend 36,84°/o N,. 

Nr. 4. 0,1499 Kreatinin genau wie in Nr. 5. 

Nr. 5. O,1956 ¢ Kreatinin wie in Nr. 3 und 4. Koch- 
dauer 1 Stunde, 

Krhalten wurden d1,2 cem®, nd 36,65°/0N,. 

Nr. 6. 0.1477 ¢ Kicatinin -+-2 ¢ Sulfatgemisch 5 cem 
+- 20 cem H,SO,. Koehdauer Stunde. 

Erhalten wurden 39 cem®/10 NH,, entsprechend 36,9¢°/o0 N,. 

Nr. 7. O.4512 ¢ Kreatinin (wie in Nr. 6). Kochdauer 
aber nur 20 Minuten. 

wurden 39,65 com NH, = 36,71°/0 N,. 

Nr. 8. 0.2335 ¢ Kreatinin 2 g Sulfatgemiseh 5 cem 
H,0 +- 5 g 20 cem H,SO,.  Kochdauer 
Minuten. 

Krhalten wurden 61,55 cem ™10 NH, == 36,99°/o 
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Nr. 9. 0.1332 g Kreatinin wie Nr. behandelt. Koch- 
dauer 50 Minuten. 

Erhalten wurden 35,2 com "/10 NH, = 87°/o Ng. 

Nr. 10. 0,1554 g Kreatinin, genau wie Nr. 8 behandelt. 
Erhalten wurden 40,9 cem ®/10 NH, = 36,85°/o N,. 

Nr. 11. 0,159% g Kreatinin. Behandlung dieselbe. 
Erhalten wurden 42 ®lio NH, = 36,9°/o Ng. 

Nr. 12. 0,125 g Kreatinin. Behandlung dieselbe. 
Erhalten wurden 33,2 cem ™10 NH, = 37,18°/o Ng. 

Nr. 13. 01371 g Kreatinin. Behandlung dieselbe. 
Erhalten wurden 36,2 com ®/10 NH, = 3%7,1°/o N,. 

Nr. 14. 0.1249 Kreatinin. Behandlung dieselbe. 
Erhalten wurden 33,1 NH, = 3%4,1°/o Ng. 

Nr. 15. 0,1332 g Kreatinin. Behandlung dieselbe. 
Erhalten wurden 35,3 NH, = 37,1°/o Ny. 
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Uber das Schicksal cyklischer Terpene und Kampfer im 
tierischen Organismus. 


(Fiinfte Mitteilung). 
Uber das Verhalten des Sabinols im Tierkorper. 
Von 


Emil Fromm. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Universitatslaboratoriums 
zu Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1904.) 


In Gemeinschaft mit Paul Clemens habe ich vor einigen 
Monaten eine Arbeit tiber das Schicksal des Sabinols im Tier- 
korper verOffentlicht.!) Wir haben dort beschrieben, wie wir 
aus dem Harn von mit Sabinol vergifteten Kaninchen das Baryum- 
salz einer gepaarten Glykuronsiiure und die gepaarte Glykuron- 
siiure selbst isoliert haben. Beide Stoffe kristallisieren leider 
nicht, und wir waren deshalb nicht in der Lage, diese beiden 
Verbindungen mit Sicherheit als rein zu bezeichnen. Da in- 
dessen die Analysen der genannten nach Moglichkeit gereinigten 
Verbindungen  stets Zahlen lieferten, welche in keiner Weise 
mit der normalen Sabinolglykuronsdure tbereinstimmten, haben 
wir unsere gepaarte Glykuronsdure gespalten, um unter- 
suchen, ob die abgespaltene Glykuronsiure oder deren Lacton 
identisch mit der gew6hnlichen Glykuronsaure (aus Euxanthin- 
saure) sel oder nicht. 

Dies schien aber keineswegs der Fal! zu sein. Wir er- 
hielten zwar schéne Kristalle eines Lactons, welches nur wenige 
(rade niedriger schmolz als Glykuron und welches sogar bei 
der Analyse die fiir Glykuron C,H,O, berechneten Werte lieferte, 
wir fanden aber erstens, dab die Werte fiir das niichst niedrigere 
Homologe C5H,O; fast die gleichen waren wie fiir das Glykuron, 
und zweitens gelang es uns, aus unserem Lacton nach der Vor- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XL. S. 251. 
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schrift von Giemsa?) eine Semikarbazidverbindung herzustellen, 
welche bei 205° unter Zersetzung schmilzt, wiihrend Giemsa 
den Schmelzpunkt der Semikarbazidverbindung des Glykurons 
auf 188° angibt. 

Diese grobe Schmelzpunktdifferenz sprach zu deutlich da- 
fiir, dafi unsere Glykuronsaure verschieden von der gewohn- 
lichen sein mubte, und da unser damaliges Material zu weileren 
Untersuchungen und Analysen nicht ausreichte, habe ich die 
langwierige und mithselige Arbeit tibernommen, durch Ver- 
fiiticrung von 300 & Sabinol neues Material zur Entscheidune 
der Frage nach der Natar der neuen Glykuronsaure herbeizu- 
schaffen. Mit Hilfe des in der vorigen Mitteilung beschriebenen 
komplizierten Verfahrens gelang es, einige Gramm des schon 
kristallisierten Lactons zu erhalten. Mit diesem Material wurde 
zuniichst eine Bestimmung der optischen Aktivitaét ausgefiilrt, 

22038 ¢ Lacton gelést in 19,2646 ¢ Wasser zeigten im 
200 mm-Rohre eine Drehung von -- 3,85°, was einer spezifischen 
Drehung von = 16,88° entspricht. Thierfelder? 
beobachtete fiir Glykuronsiiureanhydrid eine spezifische Drehung 
von + 19,25°, Mann und Tollens3) beobachten fiir dieselbe 
Substanz durchschnittlich 18,25°, mindestens 17,99°. Dem- 
nach ist die Drehung unseres Glykurons nur um ein geringes 
schwiicher als die des gewohnlichen Lactons, zumal wenn man 
in Betracht zieht, dab die von mir verwendete Losune etwas 
konzentrierter war als die von Mann und Tollens verwendeten. 

Obwohl nun das von mir neu dargestellte Glykuron sowoh! 
in seinem Schmelzpunkt wie in seinen analytischen Daten als 
auch seiner spezifischen Drehung sehr nahe mit dem ge- 
wOhnlichen Glykuron tbereinstimmt, so zeigte doch die nach 
der Vorsehrift von Giemsa nunmehr in groberen Mengen neu 
bereitete Semikarbazidverbindung wieder den von Clemens 
und mir schon friiher beobachteten Schmelz- und Zersetzungs- 
punkt 205°. Die Analyse dieser Semikarbazidverbindung zeigte 
indessen, dab hier keineswegs etwa die Semikarbazidverbindung 

') Ber. XXXIII, S. 2996. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 398. 

3) Lieb. Ann., Bd. 290, S. 156. 
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eines Penturonsdureanhydrids C,H,O,N,, sondern sicher die 
semikarbazidverbindung eines Glykuronsiiureanhydrids C,H, 
vorliegt: 


Ber. C,H,0,.N, C= 355 % H= 44% N= 207 % 
Ber. f. C,H,,O,Ne 36,1 Jo L7 18,0 %y 
(Gel, 36,56 2.08 17.8 o 


17.33 °/o 
So sprechen also alle mit kristallisierten und daher zu- 
verliissig reinen Stoflen gewonnenen Resultate, Schmelzpunkt, 


Drehung und Analyse des Lactons sowie die Analyse der Semi- 
karbazidverbindung fiir die Identitaét der an Sabinol gepaarten 
Glykuronsiiure mit der gewohnlichen Glykuronsiiure. Gegen 
diese Identitat sprach einzig und allein die Differenz in den 
einerseits von Giemsa und andererseits von mir beobachteten 
Schmelzpunkten. 

Auf meine Bitte hat mir Herr Giemsa in lebenswiirdiger 
Weise einige Muster seiner schénen Priiparate zur Verfiigung 
vestellt, damit ich dieselben mit den meinigen vergleiche. Da 
zeigte sich nun, dab auch die Semikarbazidverbindung des 
Herrn Giemsa nicht ber 188°, sondern wie die meinige bel 
202 —206° schmilzt und sich zersetzt, und dab auch ein Ge- 
menge der beiden Priiparate absolut den gleichen Schmelz- 
und Zersetzungspunkt zeigt. Die Angabe von Giemsa iiber 
den Schmelzpunkt dieser Semikarbazidverbindung ist) daher 
leider irrig. Vielleicht beruht dieser Irrtum auf einem Druck- 
oder Schreibfehler, eine Vermutung, die um so niiher liegt, als 
in dieser Arbeit von Giemsa durchweg bei allen Analysen 
die berechneten und gefundenen Werte mit einander ver- 
tauscht sind. 

Somit ist die an Sabinol gepaarte Glykuronsiiure die ge- 
wohnliche Glykuronsiure und keine neue und die Semikarbazid- 
verbindung des Glykuronséurelactons schmilzt unter Zersetzung 
bei 202—206°, je nach der Geschwindigkeit des Erhitzens und 
nicht, wie Giemsa angegeben hat, bei 188°. 


Freiburg i. B., Februar 1904. 
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Zur Einwirkung der Kastration auf den Phosphorgehalt des 
weiblichen Organismus. 
(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


Dr. Felix Heymann, Frauenarzt. 


(Ans dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin) 
Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1904.) 


Die ziemlich zahlreichen Untersuchungen des Stoffwechsels 
kastrierter Frauen und weiblicher Tiere, die in den letzten zehn 
Jahren publiziert worden sind, haben die Frage, ob und in 
welcher Richtung die Kastration weiblicher Individuen den Stoff- 
wechsel tiberhaupt und speziell die Ausscheidung der Phosphor- 
siure beeinfluBt, noch nicht entschieden, 

Da die Mbglichkeit besteht, dab die Phosphorausscheidung 
— und auch andere Stoffwechselfaktoren — durch den ve- 
nannten Eingriff zwar so stark beeinfluBt wiirde, allmiih- 
lich der Gehalt des Organismus an Phosphor eine wesentliche 
Zu- oder Abnahme erlitte, daB aber diese Anderung der 
Phosphorausscheidung fiir den Tag oder fiir die kurzen, bei 
Stoffwechseluntersuchungen in Frage kommenden Perioden zu 
gering ware, um in Anbetracht der stets vorhandenen Schwan- 
kungen des Phosphorgehalls von Harn und Kot sicher nach- 
weisbar zu sein, habe ich versucht, nicht die Phosphoraus- 
scheidung, sondern ihr Endresultat, den Gehalt des ganzen 
Organismus an Phosphor, bezw. Phosphorsaure, nach = der 
Kastration zu bestiimmen und mit dem nicht kastrierter, gleich- 
artiger und unter gleichen Bedingungen gehaltener Individuen 
in Vergleich zu setzen. 

Aus technisechen Griinden wiihlte ich Ratten als Ver- 
suchstiere. 

Ich verarbeitete das Skelett (ausschlieBlich der Nagezahne), 
welches ich durch sorgfiltigste Priiparation isolierte, fiir sich 
und bestimmte nach bekannter Methode Trockengehalt und 
P,O,-Gehalt. Klauen, Fell und Darminhalt) wurden von ‘der 
Verarbeitung ausgeschlossen, alle iibrigen Weichteile vereinig! 
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und durch Zerhacken mdglichst gleichmiébig vermischt. Dem 
Weichteilbrei entnahm ich eine Probe oder deren zwej} zu 
Parallelbestimmungen und bestimmte in jeder derselben nach 
bekannten Methoden : 

1. die in den Lecithinen vorhandene Phosphorsiure ; 

2. die in den Nucleinen resp. Nucleoalbuminen vorhandene 
Phosphorsiure (in den alkalischen Ausziigen); 

3. die nach Aussonderung dieser beiden Gruppen noch 
iibrige, anorganische, an Alkalien und Erden gebundene Phos- 
phorsaure. 

Diese letzte Portion ist in folgendem als Phosphat-P,O,, 
die ersten beiden Gruppen siud als Lecithin-P,O, resp. Nu- 
clein-P,O. bezeichnet. 

Die Addition der drei Portionen ergibt die «Gesamt-P,O, 
der Weichteile», die Addition dieses Wertes und der Knochen- 
P.O; den P,O;-Gehalt des ganzen Tieres (abziiglich Fell, Klauen 
und Nagezihne). Dieser letzte Wert ist in folgendem als P,O,- 
Summe bezeichnet. 

Ks wurden 4 normale Tiere und 4 kastrierte Tiere ver- 
arbeitet, die letzteren 41 bis 126 Tage nach der Kastration. 

Die Analysen sind in Tabelle | zusammengestellt. In allen 
Tabellen sind die Normaltiere in der Reihenfolge ihrer Ver- 
arbeitung, die kastrierten Tiere nach der Zeitdauer, welche sie 
nach der Kastration noch lebten, angeordnet. 

Tabelle Il enthilt eine Ubersicht der Gewichtsverhiiltnisse. 

Es geht daraus hervor, dal beziiglich dieser keine wesent- 
lichen Unterschiede zwischen normalen und kastrierten Tieren 
bestehen. 

Das Trockengewicht der Weichteile ist im Durchschnitt 
bei den kastrierten Tieren um ein geringes héher als bei den 
normalen, sowohl bei der Berechnung auf Prozente des Weich- 
leilgewichts als bei der auf Prozente des Ganzgewichts. Der 
Knochen enthiilt bei den kastrierten Tieren im Mittel ebenfalls 
etwas mehr Trockensubstanz, dagegen ist sowohl das Knochen- 
gewicht wie das Knochentrockengewicht, aul das Gewicht des 
ganzen Tieres berechnet, fiir die kastrierten Tiere unwesentlich 
niedriger als fiir die normalen. 
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Tabelle 
Analytische 


Gewicht W eich- 
ome des | | ),- esl 

(Ganz- inhalt | wicht | Frisches | Trocken- Gewicht 
gewicht), | Gewicht | Gewicht | der Probe 
| | | | 
97,35 — | — | 59,58 | 1.3448 0,3582 — 
(normal) | | 10). 
| 
(normal) | | | | 
172.1) 1484); — 119,45, 3.0158 1,0518 | — 
(normal) | | 
158.5} 1315, — |102,3 | 2,065 0.6756 | 10.7 
(normal) | | | | 
IX | | | | | 
kastrier! 12,3) 122,3]104,3 2.9924 | 1.069 4.4926 | 0.0448" 
+ 30. VEIL O08 | | | 
VI | | 
kastriert ror | sara | | 10 
8 152.5 | 132 5) 2.0069 | 
7 23. 1. G | 
Vil | | 
157,.4| 133,7| 144,0] 107.1; 3.8572 1.5784 
27 OB O14) Loos eb, Mi, | 
7 23. VI. O3 | | 
Vil | | { 
Jkastrierl 1143 15) 120,15] 121,11] 86.31] 1.5885 | 0.6089 
23. X11. 02 | | 
28. IV. 03 | | 


Bestimmung a) erfolgte durch direktes Veraschen des Knochens, ebenso 
b) wurde in den folgenden Berechnungen nicht weiter verwendet. } 
*) Fehlerhaft. 
3) Gewicht des Knochens yon IV infolge eines stérenden Zwischenfalles mich’ Rein 
*) Kleiner Verlust. 
Minimaler Verlust. 
®) Bei Lecithinbestimmung a) Verlust; daher nur Lecithinbestimmung b) weiter ve BR 
7) Kleiner Verlust. 
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Knochen 
Trocken- Besti 
getrennte fir Ge- bestimmung © 
Lecithin-P,Os, Nuclein-P,O;. Phosphat-P,O; 
vewicht | Gewicht des Pyrophosphats fir wicht Frisches | Trocken- Gewicht 
prove | Lecithin | Nuclein | Phosphate Gewicht Gewieht der Probe phosphats 


a) 0,6066')) O.2017 


| aq | QF 
10.499. | 0,0031 | 0,095 | 0.6169 | 
| 0.1681 


| 6.88 0.6977 
10.9556) 0.0214 | 0.0018 O1211 


i | 
10.1643 0,014 | 0.00132) | 0.0825 7,16 0.1772 | 0.0977 
44 OO" 4 | ( | 
11.2487, 0,022 | 0,0051 | 0.0915 9 3) | 0.48 04256 O.2828 0.0753 
10,6265 0,0166 0,0027 0.0931 
| | | 
0.7824  O,OL894) 0,0054 0.0851 8.6382) 0513 04026 04925 01358 
| | 
| | | j 
10.36 | 0,0168°) 0,0029 — | 1.7247 1.4936 | 0.4998 | 0.1531 
11.0324 0.0204 | | 
| | 
| | | | | 
1109207) 0,0186 0.0068 | | 82 | 05428 | 0.4620 | 0.3342 | 0.0988 
10.0305! 0.0178 ).Q062 | | ~ 
| 
| | | | | | 
L719 | 0.0197 | 0.004 | O0494 | 7.84 19789 1.7043 | 0,586 | 
| | | | 


0.0202 


0.0029 | a 
0.0226 


| 
75 | 14546 | 13022 | 0,7013 
0,0039 | | 
| | | | | 


#omungen bei den folgenden Tieren, b) durch Schmelzen mit Kalisalpetermischung , 
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Tabelle 
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Heymann, 


Gewichtsverhiiltnisse. 


W 


Durchsehnitt 


VY 


Tier | rockengewicht Knochengewicht Troe ke 
Nr. Gewicht | in,Pro- | in Pro- Pro- | S in| 
ing | in g | Weich- in ¢ | in g |g ose 
teilze. |Ganzge- |Ganzge- 
wichts | wichts | wichts | 
| | | 
97 39 DIDS | 15,654 26,26 16,074 6.55 7.067 | 6,083 6.245 
| 
145 94,46) — | — 47,16 | 5,702 | 79.64 3.5 
| | 
IV. 172,1 119,45 | 41,67 34,884 |24,213 - - — 88.666 
ra | | | 
V. 158,5 | 33,469 32,717 21,116] 8,632 | 5446 | 7,616 88.225 
| 
| | | 
Durchschnitt | 
der Tiere (142,65 193,443) 30,264 32,3869, 21,215 - 


der There 133,617 — — [7,057 | 5,656 | 6,467 | 85.574 4.85) 
Hf, Wl und V | | 
| 
‘le ebte nach der | | | 
| Kastration | | 
| IX IX. 41 Tage 150,7 104.3 | 36,626 |25,349 [8.182 5,429 | 7,086 | 86.6 | 4,70? 
| | | 
| 
= | VE. 51 Tage 152.5 91,3 | 30,264 38,624 (23,123 | 8,2 5,377 | 6.979 | 85.114) 4.57 
| VELL. 83 Tage (1574 | 43,688 40,792 |27,756 | 7,84 4.981 | 6.895 | 87.941 49%) 
} | ) 
VII. 126 Tage 143,15 86,31 | 33,08438,332 |23,112 7,5 5,239 | 6,714 | 89,025, 
| 
150,9375] 97,25 | 37,559)38,622 |24,884 | 7.9305] 5,254 | 6,918 | 57.207 


von VI.—IX. | 
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Diese Feststellung ist insofern von Bedeutung, als sie zeigt, 
dab die, nunmehr zu besprechenden, Differenzen des P,O,-Gehalts 
nicht auf Unterschieden im Wassergehalt oder im Gewichts- 
verhiiltnis des Knochens und der Weichteiitrockensubstanz unter- 
einander oder zum Gewicht des ganzen Tieres beruhen kOénnen. 

Der Phosphorgehalt der Weichteile. 

Tabelle Il enthalt die P,O.-Bestimmungen der Weichteile. 
Die Betrachtung derselben ergibt folgendes: 

1. Die Lecithin-P,O, weist fiir die einzelnen Tiere inner- 
halb der beiden Gruppen (Normaltiere und Kastrierte Tiere) 
miBige Schwankungen innerhalb anniihernd derselben Grenzen 
auf. In Prozenten des Weichteillrockengewichts ist der Mittel- 
wert der Lecithin-P,O. 

fiir die Normaltiere : 0.535 
kastrierten Tiere: O,301. 

In Prozenten des Ganzgewichts ist der Mittelwert 

fiir die Normatltiere : 0.07 | 
kastrierten Tiere 0,075. 

Fiir die Lecithin-P,O,, mithin auch fiir die Lecithine selbst 
ist also ein Einflub der Kastration nicht nachzuweisen. 

2. Die Nuclein-P,O, zeigt sowohl beim Vergleich der 
verschiedenen Tiere, als auch bei dem einzelner Parallelbestim- 
mungen so grofe Dilferenzen, da entweder die fiir diese Be- 
stimmungen verwendete Methode nicht ganz einwandfrei ist, 
oder schon normaliter grobe Verschiedenheiten in dem Gehalt 
der Tiere an Nuclein-P,O, bestehen. In jedem Falle ist die 
rage, ob dieser Gehalt durch die Kastration beeinflubt wird, 
auf Grund meiner Versuche nicht zu beantworten. Dagegen 
wird durch eventuelle Fehler bei jenen Bestimmungen die Ver- 
wendbarkeit der Bestimmungen der Phosphat-P,O0, und der Ge- 
samt-P,O, nicht vermindert; denn einmal sind im Vergleich 
zu diesen die Betrage der Nuclein-P,O, sehr klein (2,7—8,4°/0 
der Phosphat-P,O;; 2,1—6,4°/o der Gesamt-P,O,), zum anderen 
mufte bei der verwendeten Art der Verarbeitung fiir die Ge- 
sumt-P,O. ein etwaiges Minus oder Plus bei der Nuclein-P,O, 
durch ein entsprechendes Plus oder Minus bei der Phosphat-P,O., 
kompensiert werden. 
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Tabelle [jj 


| 
} 
| Trocken- 


Lecithin-P,0, 


| ge 2wicht der Prozent | in Prove 
Tier Nr. | gewicht | ie | 
Weichteile in | des 
ing Trocken- | Ganz- 
in 
| gewichts | gewich! 
| | 
PILE | 
97,35 | 15,654 44 | 0,476 0.076) 
normal | 145 | ? 0.0832 | — v.57 
| 0.1494 
IV. normal | | 
172,1 41 0.1344 | 03242 0,078 
V. normal | | 33.469 0.1208 | 0.3608 O.07b: 
Mittel der Tiere 29 
il. ill. lV. \ 145.24 0.1032 21 
142,65 30,264 0,1099 0,0356 
li, IV, V*) 
yy lebte nach der | [0.1082] 
Kastralion 
IN i} Tage) 150,7 38,2008 0.1228 0.3229 (,0S18 
0.0996 
VI Tage 01034 
| 152.5 2635 O.1015 02881 0.0661 
Vill 8 Tage 157.4 43,6876 | 0.1153 0,2638 0.0732 
| 
Vil 126 Tage | | 
43.15 33,0842 01126 | 03404 0.078 
Mittel der Tiere | > ant: 
Mittel der Tiere | ons | 
VI, 1X5) | 153.5333 39.0506 | 


Fehlerhafte Bestimmung. 


Deswegen zur Berechnung der 
Da fiir Tier HI die Bestimmung des Trockengewichts fehlt, konnte « 


Weichteile nicht mit verwendet werden. 
5) Feblerhaft, daher nicht weiter verwendet. 
Durch Subtraktion des Nuclein-P,O, 

Da fiir Tier VI die Bestimmung der Phosphat-P,O, und der Gesamt-P, 


und Lecithin-P,9, 


von 


Mittelwerte ! 


der dires 
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0. -Gehalt der Weichteile. 


253 


Nuclein-P,O; 


| 


in Prozent) in Pro- 


‘in Prozent 
| 


P, 


in Pro- 


Gesamt-P,O, 


‘in Prozent 


in Pro- 


des des}. des izent des} des zenl des 
Trocken- | Ganzge- | Trocken- | Ganzge- Trocken- | Ganzge- 
| 
_gewichts | wichts | gewichts wichts sewichts | wichts 
14 | | 0.3448 | 
| (), 42 215 
| O,0559 | 0,009 24479 | 0.3935 104673 2.9798 O4750 
| 06215. | | 0.8056) | 
4 | 0 6694 0.8052) | 
0.0649 | 00157 [0.6454 4.649 OBTS 1,983 04688 
328 0.0979 | 0.0 207 [0.5165 | 1.543 0.3258 7.0.67 2.0018 04227 
| 
- | — {05111 — | 0.3568 10,6314! 0.4408 
YY 00742 0,0161 1,6691 - 0,648 2100+ 
| | | 
| 0.0131 [0,52234) 1.3671 | 0.3466 0.6654 1.7417 | OF 
042833 | | 
| 01027 | 00238 10.4283 1,2147 | 0,2809 0.5663) 1.6055 S708 
= 0,0536 0.0144 0.2890 | 0.6616 0.1836 | 04277 0979 0271 
—-- | 0.054 | 0.0125 | 
i) | 
| | — | 04132] 10581 0.2691 [05531 14262 | 0.3602 
lies let 


lie Berechnung des mittleren P,O,-Gehalts in Prozent des Trockengewichts der 


Gesamt-P,O, 
«dies Tier fiir die Berechnung des Mittels dieser Werte nicht verwendet werden 


berechnet. 
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5. Fiir die Phosphat-P,O; ergibt die Gegeniiberstellung 
der beiden Tiergruppen folgendes: 

Phosphat-P,O, in Prozent der Trockensubstanz 
Maximum Minimum  Mittel 

fiir die Normaltiere: 2.448 1,543 1,669 
» kastrierten Tiere: 1,367 0,662 1,058 

Phosphat-P,O, in Prozent des Ganzgewichts 

| Maximum Mittel 
fiir die Normaltiere : 0.393 0,326 | 0,357 
» kastrierten Tiere: 0.3847 0.184 0,269 

Wir linden hier also sehr bedeutende Differenzen. Bei 
beiden Berechnungsarten ist sowohl Maximum wie Minimum 
und Mittelwert fiir die kastrierten Tiere erheblich geringer als 
die entsprechenden Werte der normalen Tiere. Der mittlere 
(iehalt an Phosphat-P,O, betrigt bei der Berechnung auf Pro- 
zente der Trockensubstanz noch nicht 2/3 des. entsprechenden 
Wertes der Normaltiere, bei der Berechnung auf Prozente des 
Ganzgewichts noch nicht 4/5 dieses Wertes. 

Diese Verminderung der Phosphat-P,O; der kastrierten 
Tiere gewinnt noch dadurch an Bedeutung, dab sie bei den 
einzelnen Tieren um so gréBer ist, je laénger das Tier nach 
der Kastration gelebt hat. Die Tabelle zeigt das im einzelnen. 

4. Fir die Gesamt-P,O, der Weichteile gilt ganz 
dasselbe wie fiir die Phosphat-P,O,. 

Gesamt-P,O, in Prozent der Trockensubstanz 
Maximum Minimum Mittel 
fiir die Normaltiere : 2,98 1.938 2,100 
» kastrierten Tiere: 1,742 0.979 1,426 
Gesamt-P,O, in Prozent des Ganzgewichts 
Maximum Minimum  Mittel 
fiir die Normaltiere : U,478 O40L 0441 
» » kastrierten Tiere: 0,442 0.272 0.360 

Alle drei Rubriken dieser Gegeniiberstellung zeigen bet 
beiden Berechnungsarten erheblich geringere Werte fiir die 
kastrierten Tiere und von den drei kastrierten Tieren, fiir 
welche die entsprechenden Werte berechnet sind, zeigt das, 
weleches nach der Kastration 41 Tage lebte, keine deutliche 
Abnahme, das, welches 51 Tage lebte, eine miiBige und das, 
welches 88 Tage lebte, eine sehr starke Verminderung gegen 
die Norm. 
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Der P,O,-Gehalt des Skeletts. 
Tabelle IV. P,O.-Gehalt des Skeletts. 


Ganz. | Knochengewicht P,O.-Gehalt des Knochens 
Tier sewicht | in Pro- {jin Prozentjin Prozent 
Nr. - frisch | trocken zent des des des 
in g in g | in g In ¢ Ganzge-| Knochen- | Trocken- 
wichts | gewichts | gewichts 
| a) 14633 | 
normal | 97,35 | 6,88 | 6,083 1.5034) 21,269 | 24.0556 
| b) [1.4731]") | 


Ill. normal | 143 | 7,16 {5,702 1,3007 0.897 | 18,1665) 22,8105 


| 


IV. normal 172,14 | — | 17.0315, 19,2083 
V. normal | 158.5 | 8,632) 7.6155) 1,5165 09568 17,5724) 19,9277 


| 
| 
Mittel der | 
Tiere 


Hh, Ul, | 133,617] 7,557 6.4668} 14268 1,0679 22.0639 


| 
| 
| 


Nr. lebte nach 
der Kastra- 


tion 
IX. 41 Tage | 150,7 | 8,182] 7.0857] 1.5843 | 1,0513 22.3595 


6.9793] 1.5506 (1.0168 18.91 22.2174 


| 2 
| 
| 
13,1568 
| 
6.7142] 1,1282 (0.7847, 14 1.9766, 16,729 
| 

| | | 
6.9185] 1.2913 0.8555, 16.2831, 18,665 


VII, 88 Tage, 1574 | 7,84 68948) 0,9071 0.5763, 11,5705 


Vil. 126 Tage 


143,15] 7,5 


Tiere 


| 
| 
Mittel der | 
VI—IX | 


150.9375} 7.9305 


——. wir aus dieser Tabelle wieder Maxima, Minima 
und Mittelwerte zum Vergleich, so erhalten wir: 
1. Knochen-P,OQ, in Prozent des Knochengewichts 
Maximum Minimum  Mittel 
fiir die Normaltiere: 21,269 =17,032 18,881 
» » kastrierten Tiere: 19,363 11,571 16,283 
2. Knochen-P,O,; in Prozent des Knochentrockengewichts 
Maximum Minimum Mittel 
fiir die Normaltiere: 24.056 19,208 22.064 
»  »  kastrierten Tiere: 22,360 13,157 18,665 
Vergl. Tabelle I. Anm. 1. 


| 
| | | 
VI. 51 Tage | 152,5 | 82 
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3. Knochen-P,O, in Prozent des Ganzgewichts 
Maximum Minimum Mittel 
fiir die Normaltiere : 1,503 O897 1,068 
» » kastrierten Tiere: 1,051 O.576 

Wir finden also wieder diese siimtlichen Werte fiir die 
kastrierten miedriger als fiir die normalen Tiere. 

Vergleicht man die gefundenen Werte mit den sonst in 
der Literatur angegebenen, so ergibt sich folgendes: 

Der P,O,-Gehalt der trockenen Knoehen normaler Tiere 
liegt nach den Angaben verschiedener dlterer und neuerer 
Autoren zwischen 16,1 und 19°%/o.  Zwischen einzelnen 
Tierarten sind dabei die Differenzen gering. Die von mir fiir 
die normalen Ratten gefundenen Werte legen durchweg etwas 
hoher. Von den kastrierten Tieren zeigen zwei (VI, EX) und 
zwar diejenigen, welche ktirzere Zeit nach der iastration lebten 
(41 resp. Ot Tage), ebenfalls etwas hoheren P,O,-Gehalt, da- 
gegen von den beiden, welche die Kastration linger tiberlebten 
(126 resp. 88 Tage), die eine (VID mit 16,73° 0 einen P,0.- 
Gehalt, welcher etwa der unteren Grenze der von den Autoren 
angegebenen Werte entspricht, die andere (VED mit 13,16° 5 
einen weil unter dieser Grenze liegenden Wert. 

Auch danach scheint es berechtigt, eine Verminderung 
des P,0.-Gehalts infolge der Kastration anzunehmen. 


Die PLO.-Summe fiir den ganzen Korper. 


Die Summe in Prozent des Ganzgewichts ist nur 
fiir There jeder Gruppe zu berechnen. Die Mittelwerte Jassei 
hier keine Schliisse zu, da sich unter den normalen Tiere 
das Tier Il befindet, bei welehem infolge seiner Magerkeit der 
prozentuale Gehalt des ganzen Tieres an Knochen und dadurch 
auch der an PO. abnorm hoch ist, und da hierdurch auch der 
entsprechende Mittelwert in unzuliissiger Weise erhOht wird. 

Der Vergleich der einzelnen Tiere zeigt, daB fiir Tier VIL 
welches von den 3 in Betracht kommenden Tieren die Kastra- 
tion am Kingsten tiberlebte, die P,O;-Summe auf der 


} 


niedrigsten, bei einem Normaitier gefundenen herabgesetzt 
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Tabelle V. 


P,O,-Summe von Knochen und Weichteilen. 


Gewicht P,O,-Summe 


Tier 
in in Prozent 
1 r 
desGewichts 
| 97,35 1.9306 1.9819 
Ill 18814 1,298 
5 iV 172.1 ? ? 
V 158.5 2.1865 1.3795 


Mittel der Tiere 133.617 1.9995 14964 


Il, V | 

| IX ROT 299708 | 
lebte nach der 1507 2.2496 1,4928 
= | Kastration 41 Tage | 
———— | | 
51 Tage 152.5 2.0169 1,3875 
| 
| 157.4 1.3347 O8481 
Vil | 

| 126 Tage 143,15 | 


Mittel der Tiere | 459593] 41,8671 | 12168 
VI, Vill, IX | 


Schlubfolgerungen. 


Von den 4% untersuchten kastrierten Tieren zeigte: 

1. das, welches 41 Tage nach der Kastration lebte, nor- 
malen P,O,-Gehalt in Weichteilen und Knochen; 

2. das, welches 51 Tage nach der Kastration lebte, eine 
Verminderung der Phosphate in den Weichteilen, aber normalen 
des Knochens: 

3. das, welches 88 Tage danach lebte, eine starke Ver- 
minderung der Weichteil- und der Knochen-P,O,, folglich auch 
der P,O.-Summe 

4. das, welches 126 Tage danach lebte, eine Verminderung 
der Knochen-P,O,, welche zwar nicht so betriichtlich wie fiir 
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das vorige Tier, aber doch deutlich ausgepriigt war. Die Be- 
stimmung der Weichteil-P,O, fehlt leider fiir dieses Tier. 

Keines dieser Tiere zeigte eime Verminderung der Lecithin- 
P.O; gegen die der Normaltiere. 

Aus diesen Versuchens ergibt sich, dab 

1. eine Phosphorretention, welche von verschiedenen 
“Autoren auf Grund ihrer Stoffwechseluntersuchungen als Folge 
der Kastration gesunder weiblicher Individuen angenommen 
wurde, nach diesem Eingriff fiir die Dauer nicht eintritt: 

2. dab im Gegenteil in manchen Fiillen eine Abnahme 
des P,O;-Gehalts des Organismus nach der Kastration einzu- 
treten scheint, welche sowohl das Skelett als auch die Weich- 
teilphhosphate, nicht aber die Lecithine betrifft. 

Die Diskussion der Frage, inwieweit eine Verarmung des 
normalen Organismus an Phosphor infolge der Kastration durch 
meine Versuche wahrscheinlich gemacht ist, und ob meine Re- 
sultate eine Verallgemeinerung zulassen, behalte ich mir fiir die 
ausfiihrliche VerGflentlichung an anderer Stelle vor. 
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Die Oxydation des Leims mit Permanganaten. 
Von 


G. Zickgraf. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Februar 1904.) 


Kine Frage von grofer Wichtigkeit fiir die Physiologie 
ist jene, die sich mit der Bildung des Harnstoffs aus Eiweib 
im Organismus des Tieres beschiiftigt. Da im = tierischen Or- 
vanismus die Oxydationsprozesse vorherrschen, nahm man schon 
sehr friihzeitig an, dab auch die Uberfiihruneg von Kiweib in 
Harnstoff im Tierkérper hauptsiichlich auf Oxydationsvorgiinge 
zuruckzufiihren sei, Dieser Voraussetzung entsprechend suchte 
man im Reagensglase die im Tierleibe sich abspielenden Vor- 
winge nachzuahmen. 

ln der Tat berichtete denn auch der franzOsische Chemiker 
Bechamp!) als erster tiber Experimente, nach denen es ihm 
velungen war, durch Oxydation mit) Kaliumpermanganat aus 
Harnstoff erhalten. 

Die Arbeit Béchamps erschien im Jahre 1856. Es 
war dies gerade eine Zeit, in der sich das allgemeine Interesse 
der Chemiker infolge der gliinzenden Arbeiten Liebigs und 
seiner Schiller auf die Abbauprodukte des Eiweibes  richtete. 
Durch die Liebigsche Schule war hauptsiichlich in den Ar- 
beiten von Schlieper und Guckelberger?) eine ganze 
Keihe von Oxydationsprodukten des EiweiBes sicher analysiert 
worden. Zu diesen bekannten Substanzen fiigte Béchamp 
nun noch den  Harnstoff. Als Oxydationsmittel —benutzte 
Béchamp das Kaliumpermanganat, und zwar er dies 
im Verhiltnis von 7,5:1 auf das geléste Eiweif bei Zimmer- 
temperatur einwirken. Die positive Beantwortung der viel 
erorterten Frage, ob es moglich sei, durch Oxydation von Ei- 
') Thése Strasbourg 1856; Journal de Pharmacie, Série Il, Tome XX1 
u. XXXII. 

*) Liebigs Annalen, Bd. 59 u. Bd. 64. 
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weif, direkt zum Harnstoff zu gelangen, erregte damals berech- 
tigtes Aufsehen. 

Die Angaben Béchamps haben denn auch den Anstol} 
zu einer Anzahl von Versuchen gegeben, die alle das gleiche 
Ziel, niimlich die Darstellusg von Harnstoff aus EiweifB ver- 
foleten. Die Ergebnisse, die von den verschiedenen Forschern 
dabei erzielt wurden, lasse ich im nachstehenden in gedriineter 
Form folgen. Bei meiner kurzen Zusammenstellung habe ich 
mich hauptsiichlich an die gute Ubersicht gehalten, die von 
Dr. E. Bénech iiber dieses Gebiet in der Revue générale des 
Sciences gegeben worden ist. 

bereits im Jahre 1857 erfolgte eine Nachpriifung der 
Arbeit Béchamps durch C. St6deler?!) in Ziirich.  Aller- 
dings wiihlte derselbe nicht ganz die gleichen Verhiltnisse, 
da Béchamp auf 1 g Eiweif 7.5 Permanganat, St6deler 
aber nur 3,5 einwirken lieB. Das Resultat der Unter- 
suchung Stodelers war negativ. Er konnte keinen HarnstolT 
erhalten. Auch Subbotin,?) der seine Versuche 1865  ver- 
Offentlichte, kam zu einem negativen Ergebnis. Im iibrigen wiihlte 
dieser Forscher die Verhiltnisse wie St6deler, operierte aber 
mit viel zu geringen Eiweibmengen, als dab es ihm gelingen 
konnte, irgend ein Endprodukt genau zu analysieren, weshalb 
seiner Arbeit kein zu grober Wert beigelegt werden darf. 

Diesen Angriffen gegentiber verdffentlichte Béchamp?*) 
erst im Jahre 1870 eine neue Mitteilung uber die Bildung von 
Harnstoff bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat. In der- 
selben verbessert er seine Methode und behauptet von neuem 
regelmiibig, aus der Oxydationsfliissigkeit Harnstoff isoliert zu 
haben. Daneben fand er Oxalsiiure, eine Tatsache, die bis dahin 
noch nicht bekannt war. Ebenso sehnell wie seiner ersten Ver- 
Offentiichung iiber diese Frage folgte auch diesmal wieder 
eine Arbeit, die das Resultat Béchamps negierte. Es war 
Q. Loew,) der genau wie Stédeler und Subbotin die Ver- 
') Journal fiir prakt. Chemie, Bd. 72, 5S 21. 

2) Chemisches Zentralblatt 1865, 5. 593. 
8) Journal fiir prakt. Chemie 1870, N.F. Bd. 2, S. 289. 
4) CG. R. Académie des Sciences, Bd. 70, S. 866. 1870. 


Be 
| 
x 
; 
| 
2 | 
| 
3 
| 
me 
4 
| 
| 
| 
| 
4 
| 
| 
| 
3 
‘ 


34 
us 


| 


Die Oxydation des Leims mit Permanganaten. 261 


hiiltnisse zwischen EiweiB und Kalitumpermanganat wihlte und 
als Resultat nicht wie Béchamp  salpetersauren Harnstoff, 
sondern Baryumnitrat erhielt. 

In dieser L4jaihrigen Periode des Streites war es bis dahin 
noch keinem Forscher gelungen, zu dem gleichen Resultat wie 
Béechamp zu kommen. Erst im Jahre 1871) fand derselbe 
in KE. Ritter,!) einem Franzosen, einen Genossen fiir seine 
Ansicht. Ritter priifte Béchamps Versuche mit der groBten 
Sorgfalt nach und vermochte ebenfalls Harnstoff als Endprodukt 
der Eiweiboxydation zu erhalten. In seiner Arbeit gibt Ritter 
all die VorsichtsmaBregeln an, die zu dem Gelingen des Ver- 
suchs gehoren. In Deutschland beschiiftigte sich um diese Zeit 
Tappeiner?) mit der namlichen Frage, ohne aber zu einem 
brauchbaren Ergebnis nach der einen oder andern Seite zu 
velangen. In demselben Jahre erschien von Kolbe *) eine zu- 
sammenfassende Darstellung, in der siimtliche Arbeiten erwihnt 
und einer eingehenden Kritik unterworfen werden. Kolbe stellt 
den beiden Franzosen, die Harnstoff gefunden hatten, vier 
orscher, die dies bestritten, gegeniiber. Es schien also die 
Frage zu Ungunsten Béchamps entschieden zu sein, und bei- 
tO Jahre vergingen, bevor eine neue Publikation tiber 
diese Frage erschien. 

Im Jahre 1880 ver6ffentlichte Lossen+*) eine Arbeit mit 
dem Titel «Guanidin, ein Oxydationsprodukt des Eiweibes», die 
wie die vorigen durch die Beobachtungen Béchamps angeregt 
war. Diese Arbeit ist von besonderem Interesse, weil Lossen 
zu dem Resultat gelangt, dafi wohl nicht Harnstoff, aber Imido- 
harnstoff bei der Oxydation des Eiweibes mit Permanganat 


sich bildet. Es ist nétig, die Methode Lossens niiher zu 


skizzieren, weil dieselbe von der Béchamps wesentlich ab- 
weicht. Lossen lef auf 500 ¢ gereinigtes Kiweib 375 ¢ 
Kaliumpermanganat und 294 g Magnesiumsulfat einwirken. Diese 


') Bulletin de la Société chimique 1871. Sér. Il. Bd. 16, 5. 32. 

2) Berichte tiber die Verhandlungen der K. Siichs. Gesellschaft der 
Wissenschaften zu Leipzig. 

*) Journal fiir prakt. Chemie, N. F. Bd. 4. 

*) Liebigs Annalen, Bd. 201, 5. 369. 
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Mischung blieb bei Zimmertemperatur 12 Stunden stehen: der 
nicht entfairbte Teil des Kallumpermanganats wurde durch zu- 
gefiigten Alkohol zersetzt. Die LOsung reagierte schwach alkalisch 
und gab mit Siiuren starke Fiillung. Sie wurde daher mit Schwefel- 
siiure ausgefillt, filtriert, im’ Filtrat die tiberschiissige Schwefel- 
siiure mil Kali neutralisiert. Sodann wurde abgedampft und 
Kaliumsulfat und Magnesiumsulfat auskristallisieren gelassen. Die 
Mutterlauge wurde mit Alkohol gefillt, der Alkohol verdunstet 
und der bleibende Rest nochmals mit absolutem Alkohol gefillt, 
Aus der alkoholischen Losung wurde der Alkohol wieder ver- 
jagt und der Riickstand von Lossen auf Harnstoff verarbeitet, 
Ks gelang thm auch, daraus durch Salpetersaure eine Substanz 
zu isolieren, die grosse Ahnlehkeit mit salpetersaurem Hari- 
stoff zu besitzen schien. Aber er vermibte vor allem an den 
Kristallen derselben den ftir salpetersauren Harnstoff charakte- 
ristischen Winkel von 82°. Nachdem sich dann Lossen eine 
Menge des fraglichen KoOrpers dargestellt hatte, konnte 
er mit Sicherheit durch Klementaranalyse ete. feststellen, dah 
der Korper, den er unter Tinden hatte, nicht Harnstoff, sondern 
(auanidin war, Jetzt endlich hatte der fast 30 Jahre dauernde 
Streit, eine” befriedigende Lésung gefunden. Beéchamp hatte 
nach den Ausfiihrungen Lossens einen lereht entschuldbaren 
Irrtum begangen, indem er wahrscheinltich Guanidin  tsoliert 
hatte und, durch die dihntichen Reaktionen dieses ver- 
fihrt, denselben mit Harnstoff verwechselte. Um so mehr mul 
man dies annehmen, als Beéehamp selbst angibt, daB die Ver- 
sleichung der fiir Stieckstoff und Kohlenstoff gefundenen Zahlen 
seiner Substanz nicht ganz mit denen von Harnstoff tiberein- 
stimmte. Aufberdem waren die Proben, die Béchamp angegeben 
hatte, nieht eindeutig, 

Man konnte also nach Lossen dureh Oxydation von ki- 
weih zwar nicht direkt zum Harnstoff, aber zu dem dem Harnstoll 
naheverwandten Guanidin gelangen. Die Angaben Lossecns 
sind lange unwidersprochen geblieben. Aber im Jahre 1902 
erschien eine Mitteilung von Pommerenig,!) in der sich der 
venannte Autor zu der Arbeit Lossens mit folgenden Worten 


') Beitriige zur chem. Physiolog. u. Pathol., Bd. 1, 8. 561. 
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‘iuBert: «Hier sei auch kurz’ angefiihrit, dab es mir nicht gelang, 
im Sinne der Angaben von F. Lossen durch Oxydation von 
Kiereiweif oder Casein mit Permanganat auch nur eine Spur 
zu erhalten. 

Durch die Beobachtungen Pommerenigs wurde die 
vanze Frage nach der direkten Bildung von bezw. 
Guanidin aus Eiweib, die man durch Lossen endegiiltig ent- 
schieden glaubte, von neuem erOffnet. 

Die einander widersprechenden Angaben von Lossen 
und Pommerenig haben abgesehen von physiologischen 
Interesse einen recht betriichtlichen Wert fiir die Eiweibchemie, 
da sie unsere Ansichten tiber den Bau des Eiweibmolekiils in 
bestimmter Weise beeinflussen miissen. Um dieses zu 
erkliiren, muB ich etwas weiter ausholen. Durch die Arbeiten 
von E. Schulze, Drechsel, Hedin und Kossel war die 
Kiweibchemie, die seit den bekannten Untersuchungen von 
Hlasiwetz und Habermann!) geruht hatte, von neuem zur 
A\ufnahme gekommen. Man hatte unter den Spaltungsprodukten, 
die durch die Einwirkung starker siedender Situren aus den 
verschiedenen Eiweibkérpern entstehen, namentlich eine Reihe 
bisher unbekannter organischer Basen  aufgefunden. Unter 


anderem zeigte sich, wie die Untersuchungen von Hedin, 


Kossel und Kutscher ergaben, allgemein verbreitet das von 
Schulze und Steiger entdeckte Arginin. Fir diese starke 


organische Base war von Schulze und Winterstein auf 


(rund ausgezeichneter Untersuchungen eine Formel angenommen, 
nach der das Arginin ein Guanidinderivat sein mubte. In der 
Tat gelang es dann Bénech und Kutseher, durch Oxydation 
von Arginin mit Barvampermanganat zum Guanidin za kommen 
und die Annahmen von Schulze und Winterstein vollig zu 
bestitigen. Kein anderes der zahlreichen aus Eiweil ge- 
wonnenen Zersetzungsprodukte liefert noch bei der Oxydation 
(ruanidin. Ziehen wir diese Tatsache in Betracht und nehmen 
die Angaben Lossens als richtig an, so ergeben sich ohne 
weiteres folgende Schlubfolgerungen. Erstens im Eiweibmolekil 
inubh sich Arginin priiformiert vorfinden, das bei der Oxydation 


') Liebigs Annalen, Bd. 159, S. 304 u. Bd. 169, S. 240. 
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des Eiweibes durch Permanganat das entsprechende Oxydations- 
produkt, niimlich Guanidin, hefert. Zweitens die Bindung des 
Argininus im EiweiBmolekiil mub eine sehr einfache sein, da 
bei der Kinwirkung des Permanganats auf Eiweif das Oxydations- 
mittel so wirkt, als wennees direkt freies Arginin angreift. 
Zu der Annahme der zweiten SchluBfolgerung sind wir namentlich 
durch die Untersuchungen ven Bénech') berechtigt, nach denen 
die Bildung von Arginin als Zwischenprodukt bei der Oxydation 
von Eiweif mit Permanganaten auszuschiieben ist. 

Diese beiden Schlubfolgerungen sind denn auch bereits von 
Bénech-Kutscher?) und Kutscher-Zickgraf?) gezogen worden, 

Ganz anders gestallen sich dagegen die Verhiiltnisse, 
wenn wir die Angaben von Pommerenig als richtig  be- 
trachten, nach denen das Eiweif bet der Oxydation mit Per- 
manganaten kein Guanidin liefern kann. Aus diesen wiirde sich 
entweder das Arginin als ein sekundiires Kunstprodukt, das 
fiir die Konstitution des Eiweifimolekiils nicht) von irgend 
welcher Wichtigkeil zu sein brauchte, ergeben, oder man mute, 
wenn man das Arginin als notwendigen Bestandteil des Eiweili- 
molekiils voraussetzte, eine Bindung desselben annelhmen, dite tmn- 
stande wiire, es der Einwirkung des Oxydationsmittels zu entzichen, 

Um all diese Fragen zur Entscheidung zu bringen, sind 
durch Kutscher-Zickgraf!) von neuem Oxydatiousversuche 
mit Permanganaten an Eiweibstoffen, namentlich aber an 
vorgenommen worden, iiber deren Ergebnisse von Herrn Dr. 
Kutscher bereits an anderer Stelle berichtet worden ist. Das 
Fazit unserer Arbeit gipfelte darin, dai sich in der Tat aus 
KiweiB und Leim durch Oxydation mit Permanganaten Guanidin 
abspalten 

Das Verfahren, das sich namentlich bei der Herstellung 
des Guanidins aus Leim bewiihrte, war folgendes: 10 g Gelatine 
wurden im Literkolben in 250 cem siedenden Wassers gelost. 
Der siedenden Losung wurde aus einem Tropftrichter langsam 


') Revue générale d. sciene. du 30 juin 1900. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXU, S. 278, 

8) Sitzungsb. d. Kénigl. preufs. Akad. d. Wissensch., 28. Mai 1903. 
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eine 10°/oige Losung von Calciumpermanganat zugefiigt, bis 
das Calciumpermanganat langsam und erst) nach lingerem 
Sieden entfirbt wurde. Nachdem die Reaktionsiltissigkeit ab- 
vektihlt war, wurde der Manganschlamm abgesaugt, mehrmals 
mit Wasser ausgekocht und die auf diese Weise erhaltenen 
Waschwiisser dem ersten Filtrat zugefiigt. Darauf wurde die 
vanze Fliissigkeit auf ein kleines Volumen gebracht. Aus der- 
selben schieden sich bald die schwerlOslichen Substanzen ab. 
Nach 24 Stunden wurden sie abfiltriert, mit wenig Wasser 
gewaschen. Das neugewonneng Filtrat wurde mit Natrium- 
karbonat vom Calcium vollkommen befreit und mit) Natrium- 
pikrat ausgefallt. Das auf diese Weise abgeschiedene Guanidin- 
pikrat wurde abgesaugt und direkt oder nach ein- 
maliger Umkristallisation zur Wigung gebracht. 

In der eben beschriebenen Oxydationsmethode ist) das 
iriiher tibliche Oxydationsmittel, das Kaliumpermanganat, nach 
dem Vorgange von Steudel, dem das Verdienst gebiihrt, die 
Permanganate der alkalischen Erden in die physiologische Chemie 
eingefiihrt zu haben, durch Calciumpermanganat ersetzt. Es wird 
dadurch zweierle: erreicht. Man hat in der verbleibenden Reak- 
tionsfliissigkeit nicht mit dem schwer zu entfernenden Kali zu 
tun und kann deshalb das gesuchte Ciuanidin ohne weiteres 
durch Pikrinsiiture in Form des sehr wenig loslichen Pikrates 
nuhezu quantitativ abscheiden.’) Da ferner das bei der Oxy- 
dation fret werdende Caleiumoxyd sofort durch die infolee der 
Oxydation entstehende Kohlensiiure und Oxalsiiure unschidlich 
gemacht wird, erreicht man bei Benutzung des Calciumperman- 
ganats gleichzeitig, was Lossen durch Zugabe von Magnésium- 
sulfat zu seiner Reaktionsfliissigkeit erstrebte. Durch die) Oxy- 
dation des EiweiBes in siedender Fliissigkeit wird sehlieblich 
cine schnelle und vollkommene Spaltung des Molekiils erlangt, 
und es entziehen sich nicht betriachtliche Mengen der Reaktion, 
indem sie in wenig veriinderte Korper wie die Oxyprotsulfon- 
saure etc. iibergehen. 

Nachdem so die Darstellung des Guanidins aus Leim eine 
handliche Form angenommen hatte, habe ich sie im folgenden 


*) Siehe Emich, Monatsh. f. Chemie L891, 5. 23. 
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namentlich benutzt, um AufschluB zu erhalten, ob im Leim die 
Biuretreaktion an den intakten Bestand des Arginins im Leinm- 
molekiil gebunden ist oder nicht. Bekanntlich wird von Kosse] 
in den Kiweibstoffen ein Protaminkern, d. h. eine Atomgrup- 
plerung angenommen, wie s#ein den Protaminen — den einfachsten 
Kiweibstoffen — sich findet. Von diesem Protaminkern hiinet nach 
Kossel die Biuretreaktion der Kiweibkorper ab. Nun sind wir 
durch die eingehenden Arbeiten Kossels tiber die Protamine 
sehr gut unterrichtet. Wir wissen, dab beim Salmin und Clupein 
b. das Arginin als hauptsiichliches hydrolytisches Spaltungs- 


produkt auftritt, —- es macht 8459/0 resp. 82,2°/o des zersetzten 
Protamins aus — und man geht sicher nicht fehl wenn man 


beim intakten Salmin und Clupein die Biuretreaktion von Atom- 
evrupplerungen abhiingig macht, die durch Verkettung verschie- 
dener Argininmolektile untereinander oder mit dem einen resp, 
andern der an Menge zuriickstehenden Spaltungsprodukte ent- 
standen sind. Bet den komplizierten Eiweibstoffen dagegen sind 
die Verhaltnisse nieht so durchsichtig. Die Zahl der endgiiltigen 
hydrolytischen die sie lefern konnen, und 
die wir als die Komponenten des Eiweibmolektils betrachten 
intissen, ist sehr gro}. Das Arginin tiberwiegt hier uicht, son- 
dern andere Korper wie das Leucin, Phenylalanin, Glykokoll usw. 
Gemeinsam ist allerdings diesen Stoffen mit’ dem Arginin das 
Mehlen der Biuretreaktion und wir miissen uns wohl oder iibe! 
bei den komplizierteren EiweiSstoffen dihnlich wie beim Salrain 
denken, dab die Biuretreaktion abhiingig ist von Komponenten, 
die an sich die Biuretreaktion nicht geben, die aber miteinander 
zu Atomgruppierungen zusammentreten konnen, welchen die 
siuretreaktion eigentiimlich ist. Die Zahl derartiger modglichen 
Atomgruppierungen wiichst aber mit der Zunahme der Kompo- 
nenten, die an dem Aufbaue eines Eiweifmolekiils teilnehmen, 
und man kann von vornherein auch solche annehmen, in die 
das Arginin nicht eingetreten zu sein braucht. 

Um die Frage zu entscheiden, ob beim Leim die biuret- 
reaktion in der Tat von einer eigenartigen Verkettung des 
Arginins im Molekiil abhiingig ist, standen zwei Wege offen. 
Man konnte entweder auf bestimmte Gewichtsmengen Leim 
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eine siedende Siure wechselnde Zeit einwirken lassen, das 
vebildete Arginin jedesmal quantitativ bestimmen nach dem 
Verfahren von Kossel-Kutsecher und so feststellen, ob gerade 
die Maximalausbeute von Arginin mit dem Verschwinden der 
Biuretreaktion zusammentiel. Mit’ dieser Methode lOst die 
Verkettung des im Eiweif steckenden Arginins und man dirtte 
els héOchst wahrseheinlich die Abhiingigkeit der Biuretreaktion 
von dieser Verkettung annehmen, wenn die Maximalausbeute 
an Arginin und Aufhéren der Biuretreaktion sich deckten. 

Man konnte aber auch die Oxydation des Eiweibes resp. 
Leims mit Permaneanaten benutzen. Diese Agentien greifen, 
wie ich ausgefiihrt habe, das im Eiweibmolekiil priformiert 
vorhandene Arginin direkt an und zerst6ren es. Als charak- 
teristisches und quantitativ isolierbares Oxydationsprodukt geht 
dabet aus dem Arginin das Guanidin hervor, das durch Per- 
mnangaunate nur wenig leidet. Ber dieser Methode mubte, wenn 
die Biuretreaktion von dem Bestande des Etweibmolekil 
priiformierten Arginins abhingig ist, das Verschwinden der 
Biuretreaktion mit der volligen ZerstOrung des Areginins oder, 
was dasselbe ist, mit der Maximalausbeute an Guanidin zu- 
summentreffen. Ich habe die Oxvdationsmethode der hydroly- 
lischen Spaitung des Leims vorgezogen, weil die Reaktions- 
liissigkeit dabei ungefiirbt bleibt, was fiir die Anstellung der 
Biuretreaktion erforderlich ist, und weil die quantitative Ge- 
winnung des Guanidins leichter ist wie diejenige des Arginins. 

Meine Versuch lasse ich pnunmehr folgen: 

10g lufttrockene Gelatine,!) entsprechend & trockener 
Gelatine, wurden in 250 com Wasser velost und der siedenden 
langsam Calciumpermanganatlisung zugefiigt. Ks 
wurden zur Calclumpermanganat verwandt. Die 
Kiuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit fiel stark positiv aus, 
Vas Guanidinpikrat wurde aus der Reaktionsfliissigkeit nach 
dem auf Seite 264% und 265 angegebenen Verfahren dargestellt. 
Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,33. ¢. 

Il. 10 ¢@ der gleichen Gelatine wurden mit 30 ¢ Calcium- 


") Ks wurde beste deutsche Handelsgelatine benutzt, die oline vor- 
hnergehende Reinigung zur Verwendung kam. 
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permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit 
stark positiv: Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,47. g. 

Hi. 10 ¢@ der gleichen Gelatine wurden mit 40 ¢ Caleium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit 
stark positiv: Ausbeute af Guanidinpikrat: O,61  g. 

IV. 10 ¢@ der gleichen Gelatine wurden mit 50 ¢ Calcium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit 
stark positiv:; Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,65. g. 

V. 10 ¢ der gleichen Gelatine wurden mit 60 ¢ Calcium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit 
stark positiv; Ausbeute ap Guanidinpikrat: 0,64  g. 

Vi. 10 g der gleichen Gelatine wurden mit 70 g Caleium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkeit 
schwach positiv: Ausbeute an Guanidinpikrat: g. 

Vil. 10 g der gleichen Gelatine wurden mit 73 g Calcium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsiliissigkei! 
negativ: das Kupfer wurde mit rein blauer Farbe ge- 
lost: Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,80 g. 

Vill. 10 & der gleichen Gelatine wurden mit 80 ¢ Calcium- 
permanganat oxydiert. Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkes 
negativ: Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,67. ¢. 

IX. 10 ¢@ der gleichen Gelatine wurden mit 80 ¢ Calcium- 

Biuretprobe in der Reaktionsfliissigkei! 
negativ: Ausbeute an Guanidinpikrat: 0,65 

Der Ubersicht wegen fasse ich die bei der Oxydation des 

Leims erhaltenen Resultate in nachstehender Tabelle zusammen : 


permanganat oxvdiert. 


Vil VII! 


Versuchs-Nr. II | ill | Vi Vv | VI | IX 
Angewandte Sg 8g | | 8g | 8¢g 


Gelatinemenge 


trockene’ trockene trockene: trockene, trockene| trockene trockene trockene trocke! 


Gelatine| Gelatine, Gelaline Gelatine| Gelatine; Gelatine| Gelatine) Gelatine Gelatine 


Zur Oxydation | | | | 
benutzte Menge), | 
permanganat | | | | 
Ausfall der | stark stark stark stark stark schwach negativinegativ nezatiy 
Biuretreaktion | positiv. positiv, positiv) positiv} positiv| positiv 
Ausbeute an | | | | | 5 
0,33 0,47 0,61 g 0,65 g| 0,64 | 0,75 g} 0,80 | 0,67 ¢ | 
Guanidinpikrat | | 
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Kin Blick auf die Tabelle zeigt, wie in der Tat beim 
Leim die Maximalausbeute an Guanidin oder was, wie bereits 
vesagt, dasselbe heibt, die ZerstOrung des Arginins mit dem 
Verschwinden der Biuretreaktion genau zusammenfiillt. Mir 
scheint daher die SchluBfolgerung durchaus gerechtfertigt, dab 
beim Leim die Biuretreaktion von dem Bestand des Arginins 
im Molekiil abhangig ist. 

Die von mir erhaltenen Resultate lassen sich durch die An- 
eaben Harts,!) der quantitativ die Menge des Arginins bestimmte, 
die von gereinigter Handelsgelatine bei hydrolytischer Spaltung 
veliefert werden kann, kontrollieren. Das gewonnene Guanidin 
sich ohne weiteres auf Arginin umrechnen. ‘Theoretisch 
mibte nun eigentlich das aus dem = ausschlaggebenden Ver- 
such VIL berechnete Arginin genau mit dem von Hart aus 
der Handelsgelatine wirklich dargestellten der Menge nach iiber- 
einstimmen. Die 0,8 ¢ Guanidinpikrat im Versuch VII entsprechen 
0.483 ¢ Arginin, nach Hart miissen 8,0 g Gelatine 0,610 ¢ 
Arginin liefern. Es sind nach der Oxydationsmethode 20,7 °/o 
zu wenig Arginin gefunden worden. Die Ursache fiir das 
Defizit geben uns die Versuche VIIT und IX an, die zeigen, 
daB das Guanidin nicht absolut widerstandsfiihig gegen Calcium- 
permanganat ist, sondern schheBlich auch angegriffen und weiter 
yerandert wird. Diese deletiire Wirkung des Calctumpermanganats 
scheint allerdings erst dann besonders stark sich geltend zu 
inachen, nachdem die leicht oxydablen Bestandteile des Leims 
zerstOrt worden sind. Wir miissen aber wohl annehmen, dal 
auch vorher bereits geringe Mengen von Guanidin weiter gespallten 
werden, wodurch sich das Minus des aus dem Guanidin berech- 
neten Arginins erklirt. AuBerdem ist auch wohl die von mir 
vebrauchte nicht gereinigte Handelsgelatine iirmer an Arginin 
vewesen als das gereinigte Praparat Harts. 

Isolierung eines weiteren Oxydationsproduktes, 

Geht man bei der Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit 
auf Guanidin vor, wie dies Seite 264 und 265 niither geschildert 
worden ist, dann scheiden sich aus der eingeengten Reaktions- 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5S. 547. 
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fliissigkeit schwer losliche Kristallmassen ab, die reichliche 
Mengen von Calcium enthalten. Die aus den verschiedenen 
Versuchen gesammelten Massen betrugen 2,46 g. In der An- 
nahme, dali das Calciumsalz einer organischen Siiure vorlag. 
wurde zur Gewinnung der freien Saure die ganze Menge in 
konzentrierte Salzsaure gebracht, der ungeloste Rest abgesaugt 
und aus verdiinnter Salzsiiure umkristallisiert, Dabei schied 
sich in feinen glanzenden makroskopischen Nadeln eine schein- 
bar vollig cinheitliche Substanz ab. Dieselbe wurde abgesaugt. 
mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Sie war in kaltem 
Wasser sehr schwer, in heibem Wasser leicht léslich, in 
Alkohol und Ather schien sie vollig unléslich. Ihre ‘wiisserige 
Losung reagierte gegen Lakmus sauer. Die trockene Substanz 
sublimierte beim Erhitzen im Reagensrohrchen vollkommen und 
setzte sich in den kiilleren Teilen des Reagensglischens wieder 
in schoOnen Kristallen ab. Der Lassaigneschen Probe nach 
enthiilt: der Kérper groBbe Mengen von Stickstoff. Ubergo® man 
ihn mit) starker kalter Natronlauge, dann begann er nach 
ea. 15 Minuten reichlich Ammoniak abzuspaiten. habe 
schlieBlich noch versucht, den Sublimationspunkt und den 
Schmelzpunkt des von mir isolierten KOrpers zu bestimmen. 
Ks zeigte sich dabei, dab er aus dem offenen Schmelzrohrehen 
ber 260°C. zu sublimieren begann, ohne vorher zu schmelzen. 
Im zugeschmolzenen Schmelzrohrchen konnte ich ihn bis 308° C. 
erhitzen, ohne thn zum Schmelzen zu bringen oder sonst merk- 
lich zu veriindern. 


Die Oxydation des Leims mit Baryum- und Kalium- 
permanganat. 


Urspriinglich hatte ich die Absicht, nach dem Vorgange vou 
Steudel die Oxydationen des Leims mit Baryumpermanganat aus- 
zufiihren. Ich habe aber nur einen Versuch angestellt, indem ich 
10 g der auch sonst benutzten Gelatine mit einer Losung von 
Jaryumpermanganat bis zum Verschwinden der Biuretreaktion 
oxydierte, Ich brauchte dazu ea. 65 Bayyumpermanganat. Be: 
der Darstellung des Guanidins aus der Reaktionsfliissigkeit ver- 
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fuhr ich wie bei den andern Versuchen. Das Guanidinpikrat, 
das ich gewann, zeigte sich aber stark durch Kaliumpikrat ver- 
unreinigt. Erst durch haufiges Umkristallisieren vermochte ich 
O43 g analysenreines Guanidinpikrat zu gewinnen. Ich lasse die 
Analysenzahlen folgen : 
0.154 g Substanz gaben 38,6 ccm N, 13° C., Ba 750 mm. 
Fir CH,N,- 
Berechnet N == 29,20°/o Gefunden N = 29,36°%)0 

Das Kali, das in diesem Versuch die lsolierung des Guanidin- 
pikrats so erschwert und die Ausbeute vermindert hatte, ent- 
stammte dem Baryumpermanganat. Da kalifreies Baryvumperman- 
eanat schwer im Handel zu haben ist, verdient das Caleium- 
permanganatl, welches sich stets kalifrei erwies, sicher in manchen 
Killen den Vorzug. 

Zum Schlusse habe ich noch zwei Versuche mit dem un- 
ciiistigsten, aber gebriiuchlichsten der Permanganate, namlich 
dem Kaltumpermanganat, angestellt. leh loste 20 g Gelatine in 
400 com Wasser, erhitzte zum Sieden und fiigte dazu langsam 
eine konzentrierte L6sung von Kaliumpermanganat. Es wurden 
im ganzen 84.2 ¢ Kallumpermanganat verbraucht. Die Reaktions- 
liissigkeit war am Ende des Versuches stark alkalisch gegen 
hakmus. Sie wurde mit verdiinnter Schwefelsiiure neutralisiert 
und eingeenet. Aus der stark eingeengten LOsung kristallisierte 
beim Erkalten ein grofer Teil des Kalis als Kaliumsulfat aus, 
das abgesaugt wurde. Das Filtrat wurde mit Natriumpikrat aus- 
ecfallt. Die abgesehtedenen schwerléslichen Pikrate wurden ab- 
liltriert, mit Salzsiiure zersetzt und die Pikrinsiiure durch Ather 
entfernt. Die wisserige salzsaure LOsung wurde zur Trockne 
verdampft und mit heibem Alkohol extrahiert. Die alkoholische 
Losung wurde abgedampft, der Riickstand von neuem mit Al- 
kohol aufgenommen. Dieses Verfahren wurde so oft wiecerholt, 
bis nach dem Verdunsten des Alkohols ein Rest hinterblieb, der 
sich glatt und leicht durch Alkohol aufnehmen lief. Er wurde 
weiterhin so verarbeitet, dab seine alkoholische Lésung mit 
alkoholischer Pikrinséure gefiillt wurde. Das sich ausscheidende 
Pikrat war der Analyse nach Guanidinpikrat. Es wurden davon 
g gewonnen. 
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Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

0.1374 g Substanz gaben 35,2 ecm N bei 752,5 mm Ba und 15,75° C. 
Berechnet N = 29,20°/o Gefunden N = 29,96° 0. 

Bei einer zweiten Oxydation mit Kaliumpermanganat ver- 
suchte ich wiihrend der Oxydation das Freiwerden von Kali 
und mithin eine Einwirkung des Alkali auf den Oxydations- 
vorgang auszuschlieben. Dies wurde dadurch erreicht, da’ bei 
den niimlichen Verhiiltnissen wie bei der ersten Oxydation 
wiihrend des Oxydierens ein kraftiger Strom von Kohlensiiure 
durch die Oxydationsfliissigkeit geleitet wurde. Die Reaktion 
nach dem Beenden der Oxydation war schwach alkalisch. Es 
gelang mir, auch in diesem Versuch nach dem oben geschil- 
derten Verfahren zum Guanidin zu gelangen. Die Ausbeute 
war 0.52 ¢ CGuanidinpikrat aus 20 g lufttrockner Gelatine. 

Vorstehende Arbeit ist von mir im physiologischen Institut 
zu Marburg unter Leitung des Herrn Privatdozenten Dr. Kutscher 
ausgefiihrt worden, dem ich auch an dieser Stelle fiir seine 
liebenswiirdige Unterstiitzung mit Rat und Tat meinen wirmsten 
Dank ausspreche. 
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Lecithin und Schlangengifte. 
Von 
Dr. Preston Kyes, 


Instructor in Anatomy, University of Chicago, 
Fellow of the Rockefeller Institute for Medical Research. 


(Aus dem Konigl. Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M., 
Direktor: Geheimrat Professor Dr. P. Ehrlich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Mirz 1904.) 


Das Lecithin ist als ein Bestandteil der roten Blutkorperchen 
seit langem bekannt. Wiihrend es aber auf chemischem Wege 
nur mOglich ist, tiber die Gegenwart und die Menge des Lecithins 
AufschluB zu erhalten, bietet eine neuere biologische Methode 
Gelegenheit, in den feineren Mechanismus der Lecithinspeicherung 
tiefer einzudringen. Ich!) konnte den Nachweis erbringen, dah 
das Lecithin der vornehmliche Aktivator fiir die Amboceptoren 
des Cobragifts ist, indem Cobragift, an sich unwirksam, im Verein 
mit minimalen Mengen Lecithins himolytisch wirkt. In Gemein- 
schaft mit H. Sachs?) habe ich weiterhin gezeigt, dah auch 
diejenigen Blutarten, die durch Cobragift allein aufgelOst werden, 
der kombimerten Wirkung von Cobragift) und Lecithin unter- 
legen. In diesem Falle stellt niimlich das in den Blutkérperchen 
enthaltene und einen Bestandteil des Stromas bildende Lecithin 
das aktivierende Agens dar. Nun wissen wir aber, dab alle 
blutarten Lecithin enthalten, und doch unterliegen nur einzelne 
der Wirkung des Cobragifts. Dieser scheinbare Widerspruch 
erklart sich, wie wir schon friiher betont haben,?) ein- 


') P. Kyes, Uber die Wirkungsweise des Cobragifts. Berliner 
Klin. Wochenschrift 1902, Nr. 38/39. 

*, P. Kyes und H. Sachs, Zur Kenntnis der Cobragift aktivierenden 
Substanzen. Berliner klin. Wochenschrift 1903, Nr. 2—4. 
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fachster Weise dadurch, dafi das Lecithin in allen Blutarten 
an andere Substanzen der Stromata gebunden ist, die Festig- 
keit dieser Bindung aber weitgehend variiert. 

Der Nachweis des Lecithins in tierischen Saften und Ge- 
weben kann sich daher nur auf das derart dispositionsfreie 
Lecithin beziehen. Aber gerade darin besteht der Vorteil dieser 
Methode vor der chemischen Analyse, da sie uns einen Ein- 
blick in die Art der Lecithinbindung und den Lecithinstoffwechse! 
gewihrt. So hat H. Sachs?) gefunden, dab fotales Ochsenblut 
eine recht betriichtliche Empfindlichkeit: gegeniiber dem Cobra- 
gift allein besitzt, wahrend das Ochsenblut im spiiteren Leben 
vollkommen resistent ist. Es folgt daraus, dab «das Lecithin 
in den fOtalen Blutkorperchen lockerer gebunden und leichter 
disponibel ist als im Blute Erwachsener, was auf eine chemische 
Differenz des fOtalen Lecithinstoffwechsels hinweist und mit der 
allgemein angenommenen physiologischen Bedeutung des Lecithins 
fiir die Entwickelung und das Wachstum der lebenden Organismen 
in bestem Einklang steht.» (I. Sachs.) 

Ich habe Gelegenheit gehabt, eine Reihe verschiedener 
Schlangengifte zu untersuchen, und schon friiher mitgeteilt,°) 
dah alle nach ausreichendem von Lecithin auch die 
sonst unempfindlichen Blutarten fauliosen imstande sind. Es 
schien mir nun von Interesse zu sein, ihre hiimolytische Wirkung 
auf verschiedene Blutarten ohne Lecithinzusatz zu vergleichen. 
Denn da das Schlangengift das zu seiner Komplettierung be- 
notigte Lecithin erst aus dessen Verbindung mit anderen Be- 
standteilen des Stromas an sich reiBen mub, so kann die Ver- 
schiedenheit der Empfindlichkeit verschiedener Blutarten gegen- 
tiber verschiedenen Schlangengiften zugleich ein Mab fiir deren 
relative Aviditiit: sein. 

In der folgenden Ubersicht gebe ich eine Zusammen- 
stellung meiner diesbeziiglichen Versuche. 

H. Sachs, Uber Differenzen der Blutbeschaffenheit in ver- 
schiedenen Lebensaltern. Zentralblatt. fiir Bakteriologie, Bd. 
Nr. 7; 1908. 

*) P. Kyes, Uber die Isollerung von Schlangengiftlecithiden. 
Berliner klin. Wochenschrift 1903, Nr. 42,43. 
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Lecithin und, Schlangengitte. 


Tabelle I. 


Blutart 
Hamme] Ochs, Kaninchen | Mensch 
{Bothrops lanceolatus . 0 0) ) 0) | 0 
‘Trimerusurus anama- | 
0 0 | 0) | + (1.0 mg) 
| 
Crotalus « « « 0 QO | QO | + (0,8 mg) 
Trimerusurus Rinkina- | | 
0 0 | + (0,1 mg) 
Bungarus fasciatus. . 0) 0) 0) +. | (0,1 mg) 
Naja 0 0 () + | (0,05 mg) 
Dabola . + () 0) () + + (0,035 mg) 
Naja tripudians (Cobra) 0) 0) +- + -+- (0,025 ing) 


Die in Klammern beigefiigten Zahlen der letzten Kolumne 
geben die komplett lésenden Dosen der einzelnen Gifte fiir 
Meerschweinchenblut in Milligramm an. Wir sehen also, dab 
dieselben in der Anordnung der Tabelle von oben nach unten 
klemer werden. Wihrend Bothropsgift ohne Lecithinzusatz Meer- 
schweinchenblutkérperchen gar nicht lost, zeigen die anderen 
(riftarten eine aufsteigende Wirkungsskala, die beim Cobragift 
iiren Hohepunkt erreicht. Wir werden daher nicht fehl gehen, 
wenn wir dem Cobragift die groébte, dem Bothropsgift die 
veringste Aviditiéit unter den untersuchten Giftarten zuschreiben. 
Dem entspricht es auch, dal das Cobragift befiihigt ist, die 
meisten Blutarten aufzulésen, wiihrend die Aviditiit bei den 
librigen sukzessive abnimmt, so da’ immer weniger Blutarten 
iinen gegeniiber empfindlich sind, bis schlieblich gegeniiber 
dem am schwiichsten aviden Bothropsgift selbst die empfindlichsten 
Meerschweinchenblutkérperchen sich als resistent erweisen. In 
bezug auf den Lecithinvorrat der einzelnen Blutarten miissen 
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wir schlieben, daB die Festigkeit der Lecithinspeicherung in 
der relativen Resistenz der Blutarten gegeniiber den einzelnen 
Giften zum Ausdruck kommt. Am lockersten ist das Lecithin 
offenbar im Meerschweinchenblut gebunden, da dieses selbst 
der Wirkung des recht schwach aviden Giftes von Crotalus 
und Trimerusurus anamalensis unterliegt. Allerdings zeigt das 
Verhalten gegeniiber Bothropsgift, dab auch im Meerschweinchen- 
blut das Leeithin nicht ohne weiteres zur Disposition stelhit, 
indem die Aviditét des Bothropsamboceptors eben zu gering 
ist, um das Lecithin aus seiner Stromaverbindung zu sprengen. 
Kine geringere Disponibilitéit besitzt. das Lecithin schon im 
Mensechenblut, und im Kaninchenblut gelingt es nur dem Cobra- 
amboceptor, es an sich zu reifen. Hammel- und Ochsenblut 
enthalten das Lecithin sehlieblich in so festgebundener Form. 
daly selbst der Cobraamboceptor machtlos ist und auch diesem 
avidesten Gifte die Wirkung versagt bleibt. 

Im AnschluB daran moéchte ich noch eine kleine Uber- 
sicht iiber die Schutzwirkung des von Pferden durch Immuni- 
sierung mit Cobragift gewonnenen Serums Calmettes den ver- 
schiedenen Schlangengiften gegeniiber mitteilen. 


Tabelle U1. 


" Serummengen, welche die Hamolyse 
Schutz durch des Ochsenbluts durch die doppelt- 
Gitta 
Calmette 
Bothrops lanceolatus . . 0) — 
Trimerusurus Rinkinarus . . 
Bungarus fasciatus... 0,008 
Naija Haye . 0.0035 
Naja tripudians . ..... 
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Wie die Tabelle zeigt, nimmt die Schutzwirkung des 
Calmetteschen Serums im allgemeinen in demselben Sinne 
wie in der obigen Tabelle die Aviditiit der Gifte gegeniiber 
dem Lecithin zu. Bei den vier schwiichsten aviden Giftarten 
findet tiberhaupt keine Serumwirkung statt, und bei den 
iibrigen entspricht ihre allmihliche Zunahme der durch die 
obige Tabelle gegebenen Aviditiitsskala. Nur das Daboiagift 
macht eine Ausnahme, indem es durch das Immunserum nicht 
heeinflubt wird. Offenbar kommen hier andersartige antikOrper- 
ausldsende haptophore Gruppen in Betracht. 

Jedenfalls zeigen diese Versuche, dali die auf dem Im- 
munitiitsgebiet gewonnenen Erfahrungen tiber Schlangengifte 
fruchtbringend fiir die Bearbeitung physiologisch-chemischer 
Probleme herangezogen werden konnen und wohl geeignet sind, 
unser bisher noch sehr geringes Wissen tiber ein so wichtiges 
Kapitel, wie das der Lecithinphysiologie, zu erweitern und zu 
vertiefen. Miissen wir doch annehmen, dab die bei der Cobra- 
viftwirkung in bBetracht kommenden fettiihnlichen Substanzen, 
die Lipoide, im Organismus nicht in freiem Zustand, !sondern in 
der Form einer chemischen Bindung gespeichert sind. 
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Die Abbauprodukte des ,, Thymushistons“. 
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Von 


Emil Abderhalden und P. Rona. ° 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Marz 190+.) 


Die als «Histone» bezeichneten Eiweibkorper sind durch 
einen hoken Gehalt an « Diaminosiiuren » ausgezeichnet. Kosse| 
und Kutscher!) fanden im «Thymushiston» 1,21°/o Histidin, 
14,36°/o Arginin und 7,7°/o Lysin. Das Globin des Oxyhiimo- 
globins enthiilt?) 10,96°'0 Histidin, 5,42°/o0 Arginin und 4,28" » 
Lysin. Letzteres, welches ebenfalls zu den « Histonen » gerechnet 
wird, ergab bei der Hydrolyse mit Salzsiiure dieselben Mono- 
aminosiuren, wie die gewOhnlichen Eiweibkorper. Es war nun 
von Interesse, festzustellen, ob das aus dem «Nucleohiston» der 
Tymusdriisen isolierte «Histon» ebenso kompliziert aufgebaut ist, 
wie die bisher untersuchten Eiweibkérper. Nachgewiesen waren 
auber den Diaminosiituren von Kutscher Tyrosin (6,31°/0) und 
(ilutaminsiiure (5,66°/o). Mit der Fischerschen Estermethode 
wurden nun isoliert: Glykokoll, Alanin, Leucin, a-Pyrro- 
lidinkarbonsiure, Phenylalanin und Glutaminsiiure. 
Tyrosin konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Asparagin- 
siiure und Gystin sind sehr wahrscheinlich auch vorhanden. 

Es ergibt sich aus diesen Resultaten, dafi das « Thymus- 
histon» dieselben Bausteine besitzt, wie die tibrigen bis jetzt 
untersuchten Kiweifkérper. Der Gehalt an « Diaminosduren 
stellt. die Histone zwischen die gew6hnlichen EiweiBkérper und 
die Protamine, welche, wie jiingst gezeigt wurde, ?) gleichtalls 

A. Kossel und F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 
S. 188, 1900/1901. 

Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, $8. 493, 1905. 

5) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 314, 1903; 

Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 8. 55, 1904. 
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die Gruppe der Monoaminosauren enthalten. Eine scharfe Ab- 
vrenzung der einstweilen kiinstlich nach zum Teil rein iiuber- 
lichen Merkmalen gesonderten Gruppen von Eiweibkérpern wird 
wahrscheinlich nicht vorhanden sein. Von den fast « Diamino- 
siiure »-freien Kérpern (Seide, Elastin) bis zu den Protaminen 
werden sich alle Ubergiinge vorfinden. Es vereinfachen diese Be- 
funde die Vorstellung der Umwandlung der einzelnen Gruppen 
in andere. 

Beziiglich des Ausgangsmateriales ist zu bemerken, dab 
die Darstellungsmethode keine Garantie fiir Einheitlichkeit bietet. 
Her Beweis, daf ein «Histon» im Sinne Kossels vorlag, lieferten 
auber der Gewinnung, welche genau nach Kossels Vorschrift!) 
erfolgte, die bekannten Reaktionen, und namentlich der hohe 
Gehalt an Diaminosiiuren. 


Experimenteller Teil. 


Thymusdriisen vom Kalb wurden, nachdem sie fein zer- 
kleinert und etwa 24 St. im Schiittelapparat mit Wasser — auf 
| kg Driise circa 2 | Wasser — geschiittelt worden waren, koliert, 
und die Fliissigkeit?) mit Salzsiure bis zu einem Gehalt von 0,8°/o 
versetzt. Durch Zentrifugieren und Filtrieren bekommt man eine 
klare oder schwach opaleszierende Fliissigkeit, aus welcher das 
Histon durch Ammoniak als dichter, weiber Niederschlag gefillt 
wird. Dieser wurde mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen 
und durch Kochen mit Alkohol und Ather entfettet. Aus 1 kg 
Thymus erhilt man 30—35 g Histon in Form eines weiben, 
feinen Pulvers. Biuret-, Millonsche und Xanthoproteinreaktion 
waren positiv, Reaktion nach Molisch negativ. Zur Hydrolyse 
wurden 150 g der trockenen Substanz mit der dreifachen Ge- 
wichtsmenge konzentrierter Salzsiure vom spez. Gewicht 1,19 
iibergossen und 12 St. bei Zimmertemperatur stehen gelassen, 
dann 6 St. am Riickflubhihler gekocht. Nachdem die Losung 
im Vacuum zum dicken Sirup eingedampft worden war, wurde 
die Masse mit 1000 g absolutem Alkohol tibergossen und 


A. Kossel und F. Kutscher, lL. ¢. 
*) Vel. Kossel und Kutscher, 1. ¢.; Lilienfeld, Diese Zeit- 
schrift. Bd. XVIII, S. 473, 1894. 
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mit gasformiger Salzsiure gesittigt. Um die Bildung der Ester 
zu vervollstiindigen, wurde diese Operation noch einmal wieder- 
holt, und dann die Ester durch Zusatz von Ather, Kaliumkarbonat 
und sehr konzentrierter Natronlauge unter starker Kithlung in 
Freiheit gesetzt. 

Die fraktionierte Destillation der Ester erfolgte zuerst 
bei einem Druck von 12 mm auf dem Wasserbade, dann bei 
einem Druck von 0,2—0,5 mm teils auf dem Wasser-, teils au! 
dem Olbade, wobei sich folgende Fraktionen ergaben: 


1. Fraktion 80° (Temperatur des Wasserbades) bei 12 mm Druck 11 ¢ 
2. 100° > > > » 0,2 » » 30> 
3.» 100—180° > » Olbades >05 > » 15> 


Fraktion 1 (bis 80°). 


Diese enthielt neben Alkohol und Ather Glykokoll (0,75 ¢ 
und Alanin (1,2 ¢). Zur Verseifung der Ester wurde die Frak- 
tion mit Salzsiiure auf dem Wasserbade eingedampft, in abso- 
lutem Alkohol aufgenommen und mit Salzsduregas gesiattigt. 
Nach Einimpfen eines Kristiillchens von salzsaurem Glykokoll- 
ester erfolgte nach mehrtiigigem Stehen bei O° Kristallisation. 

Zur Analyse diente der salzsaure Glykokollester. 

O.1915 g Substanz gaben 0.2396 ¢g CO, und 0,1230 ¢ H,O 

Berechnet fiir CsH,,NO,Cl Gefunden 

34,4390 C und 7,18° 0 H C und 7,13°/o H. 

Der Alaninester wurde mittels Kaliumkarbonat und Natron- 
lauge in Freiheit gesetzt und mit Wasser verseift. Der Schmelz- 
punkt war 293° (unkorr.). 

O1912 g Substanz gaben 0.2830 g CO, und 0,1357 g H,O 

Berechnet fiir Cs;H,NO, Gefunden 
40,45°)0 G und 7,87°/o H 40,37°o C und 7,88°% H. 


Fraktion 2 (100°). 

Die Ester dieser Fraktion wurden durch Kochen mit der 
fiinffachen Menge Wasser verseift, und die Aminosiiuren durch 
fraktionierte Kristallisation aus Wasser getrennt. Die einzelnen 
Fraktionen wurden mit absolutem Alkohol am RiickfluBkiihler 
ausgekocht, und dureh Eindampfen der alkoholischen Losung 
die a-Pyrrolidinkarbonsiiure (2,2 g) gewonnen. Der in Alkohol 
unlisliche Teil enthielt Leuein (17,7 und Alanin (4,0 g). 
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Analysiert wurde das Kupfersalz des Leucins. 
0.1902 g Substanz gaben O3111 CO, und 0.1249 ¢ H,O 


> 


Berechnet fiir C,H y,N,O,Cu Gefunden 
44,490 GC und 7.41°/o H 44,60° 0 C und 7,29°/o H. 


Die unreine Pyrrolidinkarbonsiiure wurde in das Kuptersalz 
iibergeftihrt, und das Salz der racemischen Verbindung von dem 
der aktiven Siiure durch Alkohol getrennt. 

Zur Analyse diente das bei 120° getrocknete Kupfersalz 4 
der racemischen Verbindung. 

01985 Substanz gaben 0,2969 CO, und 0,0974 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,0,N.Cu Gefunden 


41,1690 C und H 40.79% 5 C und H. 


Fraktion 38 (100—180°), 


Das Estergemisch wurde mit der fiinffachen Menge Wasser 
versetzt, dann mit dem gleichen Volumen Ather geschtittelt, 
wobei der Phenylalaninester in den Ather geht. Die Menge 


des isolierten Phenylalaninesters betrug 4 g.  Derselbe wurde 
in das Hydrochlorat tibergefiihrt, und dann das Phenylalanin ; 
durch wiederholtes Verdampfen mit tiberschiissigem Ammoniak 
in Freiheit gesetzt. 
Der Zersetzungspunkt lag bei 280° (unkorr.). 
0.1598 ¢ Substanz gaben 0.3831 ¢ CO, und 0,0970 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO, Gefunden 
65,45" G und 6,66°/o H 65,38°/o C und 6,78°/o H. 
Die wiisserige Losung wurde mit Barythydrat  verseift, 
der Baryt mit Schwefelsiure quantitativ gefallt, das Filtrat 
eingedampft, und aus der konzentrierten Losung die Glutamin- 
siure durch Einleiten von Salzsiiuregas als Hydrochlorat ab- 
geschieden. 
Analysiert wurde das Hydrochlorat. 
0.1866 g Substanz gaben 0.2229 g CO, und 0,0939 H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,Cl Gefunden 
$2,76°/o C und 5,47 °/o H 32,58°/0 C und 5,590 H 
Die Ausbeute betrug 0,8 g. 
Die salzsaure Mutterlauge der Glutaminsiiure wurde = zur 
Entfernung der Mineralsiiure mit Bleioxyd behandelt, und dann 
nach kntfernung des gelosten Bleis mit Kupferoxyd gekocht. 


28? Emil Abderhalden und P. Rona. 


Schon in der Siedehitze schied sich eine geringe Menge eines 
Kupfersalzes aus, das nach seinem Aussehen  hodchstwahr- 
<cheinlich das Kupfersalz der Asparaginsiure war. Zur Analyse 
reichte die Menge nicht aus. 

Zur Gewinnung des Tyrosins!) und des Cystins wurden 
dO g trockenes Histon mit der dreifachen Menge konzentrierter 
Salzsiiure 6 Stunden am Riickflubkiihler zum Sieden_ erhitzt, 
dann die Fliissigkeit mit Natronlauge neutralisiert. Nach 24 
Stunden wurde von dem entstandenen Niederschlag abfiltriert, 
das Filtrat mit Salzsiiure schwach angesiiuert und mit Tier- 
kohle entfirbt. Aus der klaren, schwachsauren Fliissigkeit 
schied sich bald ein reichlicher Niederschlag von Tyrosin ab. 

Ausbeute 2,6 g. 

01041 g Substanz gaben 0.2274 g CO, und 0,0560 H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO, Gefunden 
59,6690 C und 6,07°%o H 59,57°/o C und 8,97°/o H. 


Die bei weiterem Einengen der schwachsauren Lésung 
ausgeschiedene Menge, die zum grOften Teil aus Kochsalz be- 
stand und keine Millonsche Reaktion mehr gab, wurde in 
10°/o Ammoniak gelost und mit Essigsaure angesiuert. Bei 
reichlichem Zusatz von Eisessig entstand ein feiner Nieder- 
schlag von Cystin, mikroskopisch durch die charak- 
teristischen sechsseitigen Tafeln und durch deutliche, wenn 
auch schwache, Bleireaktion identifiziert werden konnte. Fir 
eine Analyse reichte die Menge nicht aus. 

Die Gesamtmenge der tsolierten Monoaminosiiuren betrug 
fiir 150 @ trockenes Histon 


In Grammen Prozenten 


(lykokoll 0.50 
Alanin 5,2 3,46 
Leucin 11,80 
a-Pyrrohdinkarbonsaure 2.2 1.46 
Phenylalanin 3,3 2,20 
(lutaminsiure 05 0.53 
Ferner gaben 50g Histon: Tyrosin 2.6 5,20 


25,159) 
Zu diesen Zahlen ist zu bemerken, dafi dieselben mit 
Ausnahme des Glykokolls und des Tyrosins nur Minimaizahlen 


' Vgl. Embden, Diese Zeitschrift, Bd, XXXII, 1901, S. 94. 
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sind. Dies gilt besonders fiir die Glutaminsiiure, welche bet 
direkter Bestimmung ohne Estermethode stets in bedeutend 
eroferer Ausbeute erhalten wird. Kutscher') gibt 3,66°/o an. 

Die Bestimmung der Diaminosiiuren, welche mit 50 ¢ 
trockenem Histon nach Kossel ausgefiihrt wurde, ergab 1,5°/o 
Histidin, 15,5°/o Arginin und 6,9°/0 Lysin. Da diese Verbin- 
dungen bereits von Kossel und Kutscher*) genau bestimmt 
waren, wurden dieselben nur durch ihre Salze in’ bekannter 
Weise identifiziert. 


1) F. Kutscher, e. 
*, A. Kossel und F. Kutscher. |. ¢. 
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Uber die Spaltung der Hefenucleinsaure durch Bakterien. 
IV. Mittheilung.') 
Von 
A. Schittenhelm, Gottinggn. und F. Sehréter, Campina. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Mirz 1904.) 


Nachdem wir in der vorigen Mitteilung die gasformigen 2) 
Kndprodukte der Hefenucleinsiiure bei bakterieller Zersetzung naher 
besprochen haben, miissen wir auf die Frage niiher eingehen, 
wie es sich mit den dabei gebildeten Zwischenprodukten verhiilt. 

Der Gang der Untersuchung war einigermafen vorge- 
schrieben durch die Erfahrungen, die durch die mannigfaltigen 
Untersuchungen tiber Eiweibspaltungen bisher mitgeteilt worden 
sind. Auf die umfangreiche Literatur?) der Eiweibfaulnis einzu- 
gehen, ist hier nicht der Ort. Wir wollen nur von den neueren 
Arbeiten die Emmerlings') hervorheben, welche von den Ab- 
bauprodukten des Eiweifes unter EinflujB von Mikroorganismen 
(Staphylococcen, Streptococcen, Proteus, Bac. fluorescens lique- 
faciens Fliigge) handeln. Er fand eine grofe Anzahl verschieden- 
artiger Zersetzungsprodukte, deren wechselndes Vorhandensein 
durehaus von der einwirkenden Bakterienart abhangig war. 

Ks wurden Ameisen-, Essig-, Propion-, Butter-, Valerian-, 
Capron-, Oxal- und Bernsteinsiiure, ferner Monomethyl- und 
Trimethylamin, Ammoniak, Phenol, Betain u. a. gefunden. Bel 

') Vergl. Mitteilung I Dieser Zeitschrift, Bd. XXXIX, 5. 203. u. ff. 

> » > » XL, > TO » 

*) Inzwischen hat Oppenheimer (Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5. 3) 
das Resultat unserer Mitteilung IIL wenigstens betreffs der Entwicklung 
freien Stickstoffs angegriffen. Da mein damaliger chemischer Mitarbeiter 
F. Schréter zur Zeit im Ausland sich befindet, so sehe ich mich ver- 
anlaft, eine nochmalige Priifung der Verhiiltnisse auf spiitere Zeit zu 
verschieben. A. Schittenhelm. 

*) Niheress. Kolle-Wassermann, Handbuch der Mikroorganismen, 
1903, Bd. IS. 109 u. ff Gottsehlich). 

*) Berichte d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 29, S. 2721; Bd. 30. 
S. 1863; Bd. 35, 5. 700. 
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dieser grofen Menge von Zersetzungsprodukten mub es befremden, 
dah Taylor!) mit dem Bact. coli comm. nur einen wenig ein- 
greifenden Abbau konstatieren konnte, mit Proteus dagegen aus- 
giebige Zersetzung bekam. Der Grund hierfiir ist wohl in einer 
fehlerhaften Versuchsanordnung zu suchen, indem Proteus 
unter den gegebenen Bedingungen gut wachsen konnte, wiihrend 
Bact. coli schon nach kurzer Zeit (wegen ungeniigender Er- 
nihrungsbedingungen: Mangel an Kohlehydraten und Salzen) seine 
Wachstumsenergie und damit seine Reaktionsfihigkeit verlor. 

Speziell fiir unsere Versuche von niitherliegendem Interesse 
sind die Arbeiten von Baginski?) und Schindler®), wonach 
bei der Fiitulnis die Purinbasen allmiihlich zerstort wurden, nach- 
dem Adenin in Hypoxanthin und Guanin in Xanthin umgewandelt 
worden waren. Versuche iiber den Einflub von Mikroorganismen 
sind nur von Plenge*) und Iwanoff®) gemacht.  Ersterer 
konnte feststellen, dali eine Reihe verschiedener Bakterien  im- 
stande war, die a-Nucleinsiiure des Thymus in eine B-Nuclein- 
siture umzuwandeln. Letzterer beobachtete unter Einwirkung von 
Schimmelpilzen eine Zersetzung der Thymonucleinsaure bei Ab- 
spaltung von Purinbasen, Ammoniak und Phosphorsiure. 

Kostytschew®) hat jiingst unter Kossels Leitung, 
nachdem er sich durch eine Verbesserung der alten Neu- 
mannschen Methode in den Besitz von reinem a- und 
B-thymonucleinsaurem Natron gesetzt hatte, nachgewiesen, 
dab bet der Umwandlung der a-Nucleinsiiure in die p-Nuc- 
leinsdure durch Kochen zwei Drittel der Nuecleinbasen 
abgespalten werden. Wenn man von dieser Beobachtung 
ausgehend Plenges HKesultate betrachtet, so ergibt sich als 
sehr naheliegend, dab die von letzterem gefundene Um- 
wandlung der a-Nucleinsiiure in pB-Nucleinsiiure durch 
bakterielle Einfliisse eben auch nur auf einer Ab- 
spaltung von Nucleinbasen beruht und somit einen Be- 

') Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, S. 487. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 395. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 441. 

*) Diese Zeitschrift, Rd. XXXIX, S. 190. 

©) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 31. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 545. 
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weis liefert fiir die Richtigkeit unserer in Mit- 
teilungllaufGrundvorliufiger Versuche beschriebenen 
Resultate betreffend die Abspaltung von Nucleinbasen 
aus Nucletnsiure durch Bakterien, nur dab wir Hefe- 
nucleinsiiure, Plenge Thyménucleinsiiure als Naihrboden ver- 
wandten. Weitere Untersuchungen tiber diese interessante Be- 
liitigung von Bakterien dtirften eine anziehende Aufgabe der 
bakteriellen Biologie darstellen 


Bei den nun folgenden Untersuchungen kam es uns darauf 


an, cine moglichst umfassende analytische Zusammen- 

stellung der bakteriellen Zersetzungsprodukte von 

Hefenucleinsiiture zu geben. Dab wir davon eine betriicht- 

liche Anzahl zu erwarten hatlen, war uns bei der kompli- 

zierten Zusammensetzung der Nucleinsiiure von vornherein klar. 
Experimenteller Teil. 

Von anorganischer Substanz handelte es sich vor allem 
um abgespaltene Phosphorsaure. Zu ihrem Nachweis wurden 
1000 cem Usehinskischer Lésung (ohne Dikaliumphosphat, 
Ammonium lacticum, Natriam asparaginicum) mit 10 @ nuclein- 
saurem Natrium versetzt, mit einer Reinkultur von Bact. coli 
veimpft und tO Tage lang bet Brutschranktemperatur stehen ge- 
lassen. Danach wurde durch ein Bakterientilter filtriert. 200 cem 
des Filtrates wurden mit Alkohol von der Nucleinsiure befreit 
und nach Weedampfen des Alkohols mit der Magnesiafiillung so- 
wohl, wie mit der Molybdiinfillung das Vorhandensein von 
Phosphorsiiure, allerdings in recht geringen Mengen, nachge- 
wiesen. Das Bact. coli hatte also aus der Nucleinsiure 
Phosphorsiiure abgespalten. 

Die bei der Gasanalyse (IH. Mitteilung) gefundene Kohlen- 
siiure stammte zum kleinen Teil, wie schon erwiihnt, aus den 
Zuckergruppen!) der Nucleinsiiure. Es stand zu erwarten, daB der 
bei der Vergiirung gleichzeitig gebildete Alkohol durch die Bak- 
terien schnell weiter verbrannt werden wiirde. Dennoch gelang es 
uns, aus eigens hierzu mit Colireinkultur, analog den fritheren, an- 

') Dab in dem von uns benutzten Priiparate von hefenucleinsaurem 


Natrium (Bayeru, Co.) neben Hexosen (s. Mitteilung HI, 5.79, Anm.) auch Pen- 
tosen vorhanden waren, beweist der positive Ausfall der Orcinsalzsiiureprobe. 


q 
KS 


Uber die Spaltung der Hefenucleinsiure durch Bakterien. IV. 237 


gesetzten Versuchen durch die Jodoform-, die Essigiither- und die 
Kaliumbichromatprobe geringe Mengen von Alkohol mit 
Sicherheit nachzuweisen. Somit war festgestellt, dal die 
Zuckergruppen der Hefenucleinsiure durch Bacterium 
coli in Alkohol und Kohlensiiure gespalten werden. 

Fir die Ermitthung organischer Siiuren als Spaltungs- 
produkte der Hefenucleinsiiure wurden zur Orientierung einige 
Versuchslosungen vereinigt, die zwar mit Reinkulturen angesetzt 
waren, aber sich schlieBblich als auch mit anderen Fiiulnisbakte- 
rien verunreinigt erwiesen hatten. Durch Destillation mit Wasser- 
dampf wurde im Destillat Ameisenséure durch Reduktion vou 
Silbernitrat festgestellt. 

Der Riickstand wurde mit Barytwasser gefalit, filtriert und 
die Baryumsalze mit Schwefelsiure zersetzt. Der sehr geringe 
Riickstand freier organischer Siiuren wurde destilliert und ergab 
nur zwischen 120° und 140° eine grobere Fraktion von 
auberordentlich unangenehm stechendem Geruch, Nach 
lingerem Stehen bei Zimmertemperatur schieden sich aus der 
braunen, harzigen Fliissigkeit cinige unregelmiiLige Kristalle ab, 
die auf der Tonplatte mit Alkohol und Ather gewaschen wurden. 


[hr Schmelzpunkt lag scharf bei 185° Beim Erhitzen auf 


dem Spatel trat bald nach dem Schmelzen Zersetzung ein in 
brenzlich riechende, im Halse kratzende Produkte. Der Korper 
war stickstofffrei. Zu einer genaueren Analyse reichte das Ma- 
terial nicht aus, weshalb wir uns jeglicher Vermutung enuthalten. 

In der urspriinglichen Reaktionfliissigkeit war es tibrigens 
auch gelungen, Oxalsiure als Calciumoxalat mikroskopisch 
hachzuwelsen. 

Da die zuletzt aufgefiihrten Resultate durch Anwendung 
richtiger Usehinskischer Losung (d. h. mit Natr. asparagin. 
und Ammon. lact.), sowie durch Einwirkung einer Mischkultur 
von unbekannter Zusammensetzung getriibt sechienen, setzten 
wir einen neuen Versuch in folgender Weise an: 


Niihrlésung: Wasser L000) cern 
Chlornatrium 6.0 ¢g 
Chlorealeium 01 
Magnesiumsuliat 0.55 


Nucleinsaures Natrium 15.0 
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Fiir die Zusammensetzung dieses Niihrbodens war uns 
die Uschinskische Lésung vorbildlich, worin wir die unsere 
Resultate beeintriichtigenden Bestandteile, Ammon. lacticum, 
Natrium asparaginicum und vor allem Glycerin, wegliefen. Ist 
doch die intensive Zersetzung des Glycerins und das Auftreten 
muannigfacher Zersetzungsprodukte desselben unter dem Einfluf 
von Bakterien durch die Arbeiten von v. Sommaruga,!) Fitz,?) 
Vandevelde*’) und Frankland!) genugsam erwiesen. Es 
fanden sich nach ihnen eine grofbe Anzahl von Fettsiiuren und 
Athylalkohol als Zerlegungsprodukte. 

Eine Hemmung des Bakterienwachstums infolge der Aus- 
schaltung von Phosphat und der oben erwihnten bestandteile 
brauchten wir nicht zu fiirchten, da doch mit der Nucleinsiiure 
C, P, N und Kohlenhydrat als Nahrung geboten wird. Zudem 
haben wir bei fritheren Versuchen mit zusammen- 
gesetzten Nihrlésungen die Erfahrung gemacht, dab die Bakterien 
darin. vorziiglich gedeihen. 

Die oben erwiihnte, auf neutrale Reaktion eingestellte, 
durch dreistiindige Sterilisation im Dampftopfvorbereitete Losung 
wurde tiiglich mit einer frischgeziichteten Colireinkultur ge- 
Impft. Nach 5tigigem Stehen im Brutschrank bei 57° wurde die 
nunmehr stark alkalisch reagierende, ammoniakalisch riechende 
Losung auf Ammoniak und Alkohol gepriift. 

Zum Ammoniaknachweis wurde eine kleine Probe nach 
Art der von Schittenhelm®) modifizierten riiger-Reichschen 
Methode ber 42° im Vaeuum destilliert. Das salzsauer einge- 
dampfte Filtrat gab mit wenig Wasser aufgenommen und mit 
Platinchloridljsung versetzt die charakteristischen Kristalle des 
Ammoniumplatinchlorids: Es war also durch bakterielle Zer- 
setzung des Niithrbodens Ammontiak gebildet worden. 

Kine andere kleine Probe des Reaktionsgemisches wurde 
mit Hilfe der Jodoform- und der Kaliumbichromat-Schwefel- 
siiureprobe auf Aikohol untersucht. Das Resultat fiel positiv aus. 


') Zeitschrift Hygiene und Inf.-Krankh., 1903, Bd. 15, 8. 304. 
2) Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 17, S. 1188. 

‘') Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 367. 

4) Proc. Lond., L889, S. 345. 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 73. 
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Die Hauptmenge wurde durch ein Bakterientilter gesaugt 
und zum Nachweis eventuell gebildeter toxischer Substanzen 
1 ccm des Filtrats einer Maus subkutan injieiert. Es machten 
sich keinerlei Intoxikationserscheinungen wahrnehmbar. 

Die ganze Menge des Filtrates wurde mit wenig Natron- 
lauge versetzt und einer Wasserdampfdestillation unterworfen. 

Destillat A, 
Riickstand b. 

Das Destillat A roch unangenehm stark ammoniakalisch. 
Salzsauer eingedampft, blieb ein rein weiber Riickstand, der 
mit absolutem Alkohol ausgezogen wurde. Der unlosliche Riick- 
stand war Chlorammon, was mit Hilfe des Platindoppelsalzes 
leicht festgestellt wurde. Der alkoholische Auszug gab mit Chloro- 
form und Kaliumhydroxyd eine positive Isonitrilreaktion, die 
durch einen merklichen, hOchst unangenehmen Geruch zu 
erkennen gab. Um das damit nachgewiesene Amin niher zu 
charakterisieren, reichte das Material nicht aus. 

Der Riickstand B wurde phosphorsauer gemacht und mit 
Wasserdampf destilliert. 

Destillat C. 
Riickstand D. 

Im Destillat konnte Ameisensiiure durch Reduktion einer 
ammoniakalischen Silberl6sung nur in Spuren nachgewiesen 
werden. Durch das reichliche Impfen mit Bakterien und deren 
gutes Wachstum war offenbar die Zersetzung schon weiter 
eefordert worden. Essigsiiure und die folgenden Siiuren der 
Fettreihe waren nicht vorhanden. 

Der Riickstand D wurde mit einem Gemisch von t Teil 
Methylalkohol und 2 Teilen Ather wiederholt ausgeschiittelt 
und die Atherschicht im Scheidetrichter abgetrennt. Darnach 
wurden 10 cem = destilliertes Wasser hinzugegeben und das 
Ather-Methylalkoholgemisch abdestilliert. Der wiisserige Riick- 
stand wurde mit einer Chlorealciumlésung versetzt und stehen 
gelassen. Am anderen Tage hatten sich sehr spiirliche Mengen 
eines weiben Niederschlages abgesetzt, der unter dem Mikroskop 
die briefkuvertartigen Kristalle des oxalsauren Kalkes aufwies. 
Ks waren somit geringe Mengen von Oxalsiiure festgestellt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 19 
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Eine wesentliche Rolle unter den Zersetzungsprodukten 
der Nucleinsiiure spielen die Purinbasen. Bei einem Spaltungs- 
versuche unseres Priiparates von hefenucleinsaurem Natrium, 
bei dem eine Lésung von 20 ¢ dieses Salzes in 1000 cem 
Wasser mit 40 ecm konzenttierter Schwefelsiiure vier Stunden 
lang am Riickflubkiihler erhitzt wurden und dann eine Trennung 
der hierdurch abgespaltenen Basen nach dem von Kriiger und 
Schittenhelm?) benutzten Verfahren sich anschlof, fanden 
wir folgende Basenmengen: 


Guanin 0,23 ¢ 
Adenin 1,23 » 
Hypoxanthin 0,15 » 
Xanthin » 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB in unserem Priiparate 
als basiseche Komponenten vornehmlich Adenin und Guanin sich 
fanden. Nach der Spaltung durch Bakterien erwies sich jedoch, 
dafS Adenin und Guanin verschwanden, dafiir aber 
Hypoxanthin und besonders XNanthin in betrachtlichen 
Mengen auftraten. 

Zur Untersuchung auf die Purinbasen benutzten wir das 
Reaktionsgemisch vom Gasversuch I (Mitteilung ID, wobei 60 ¢ 
nucleinsaures Natrium durch ein Bakteriengemisch innerhalb 
10 Tagen gespalten wurden. Die von Bakterien  abfiltrierte 
Fliissigkeit (ca. 6 Liter) wurde auf ungefahr 2000 ccm ein- 
geengt und die Basen mittels Silberfaillung daraus isoliert. Nach- 
dem der Niederschlag mit Salzsiiure zerlegt war, wurde das 
Filtrat zur Trockene eingedampft und mit Wasser aufgenommen. 
Da die LOsung stark gefiirbt war, wurde eine nochmalige Basen- 
fillung mit Natriumbisulfit-Kupfersulfat vorgenommen. Der ab- 
filtrierte Kupferniederschlag wurde im Wasser suspendiert, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, vom Schwefelkupfer filtriert und 
salzsauer eingedampft. Mit hetbBem Wasser wurde hernach der 
Riickstand wieder gelOst und die LOsung stark ammoniakalisch 
gemacht. Nach 2%stiindigem Stehen fiel ein Niederschlag aus, 
der abfiltriert (Filtrat a) und nochmals mit Ammoniak kurz 


aufgekocht wurde. Am anderen Tage wurde filtriert (Filtrat 8). 


Diese Zeitschrift, Bd. NNXV, 133. 
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Der Riickstand, mit wenig verdiinnter Natronlauge ausgekocht 
und abfiitriert, erwies sich mit Hilfe der Molybdiinsiurereaktion 
als Phosphat. Als der natronalkalische Auszug essigsauer ge- 
macht wurde, fiel selbst nach Einengen desselben kein Nieder- 
schlag aus. Es war also kein Guanin mehr vorhanden. 

Die vereinigten ammoniakalischen Filtrate « und B wurden 
durch Einengen vom Ammoniak befreit und schlieBlich sehwach 
salzsauer zur ‘Trockene eingedampft. Der Riickstand, mit heifem 
Wasser aufgenommen, léste sich nicht vollstiindig, weshalb 
filtriert (Filtrat +>) wurde. Der ungeléste Anteil wurde in ver- 
diinntem Ammoniak gelést, mit Tierkohle entfarbt, die Tier- 
kohle nochmals mit Ammoniak ausgekocht und die beiden ver- 
einigten ammoniakalischen Losungen zur Trockene eingedampft. 
Der Riickstand betrug 0,134 g und gab siimtliche Reaktionen 
des Xanthins stark positiv. 

Das Filtrat + wurde nach Zusatz eines Tropfens Methyl- 
orange bis zur schwachen Rotfiirbung mit Salzsiiure und her- 
nach mit Natriumpikrat versetzt, wobei keine Farbung eintrat. 
Es war mithin kein Adenin vorhanden. 

Zur Entfernung der Pikrinséure wurde die LOsung stark 
salzsauer gemacht und mit Benzol ausgeschiittelt, bis jede Spur 
von Farbung verschwunden war. Die pikrinsiiurefreie Fliissig- 
keit wurde eingedampft und mit Alxohol mehrmals abgedunstet, 
darnach der Riickstand mit heiBem Wasser wieder aufgenommen 
und iiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen. Am anderen 
Morgen war eine kérnige Substanz ausgefallen, welche durch 
den positiven Ausfall siimtlicher Xanthinreaktionen als Xanthin 
erkannt wurde. Im ganzen waren 0,156 g Xanthin isoliert 
worden, Zur Analyse wurde das Xanthin tiber das Nitrat, das 
die charakterislische Kristallform zeigte, gereinigt!) und in dem 
so gewonnenen Xanthinpriparat eine N-Bestimmung ausgefihrt : 

0.1050 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl verascht 

27,4 0/10-Normal-HCl 
Berechnet fiir C,H,N,O, : Gefunden : 
36,8490 N 36,13%o N. 
Offenbar war das Xanthin noch nicht ganz rein. Um 


') Kriiger-Salomon, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 5S. 358. 
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daher jeden Zweifel zu beheben, wurde der kleine Rest der 
Base in das Silberpikrat iibergefiihrt, welches dann auch die 
charakteristischen, stark lichtbrechenden, kugligen Aggregate 
kleiner Nadeln zeigte. 

Mit dem Filtrat der ‘Nanthinfraktion wurde eine Silber- 
fillung vorgenommen, um das Hypoxanthin zu gewinnen. Das 
~erhaltene Silbersalz wurde mit Salzsiéure zersetzt, abliltriert 
und das Filtrat zur Trockene eingedampft. Aus dem Riickstand 
wurde ein pikrinsaures Salz hergestellt, das die charakteristischen 
glinzendgelben, tafelfOormigen Kristalle des Hypoxanthinpikrats 
zeigte. Zur Analyse wurden die erhaltenen 0,5 g mit wenig 
Wasser gewaschen und getrocknet: 

0.1076 g Substanz verbrauchten nach vorausgegangener Reduktion 
mit ZnCl, und HCL nach Kjeldahl verascht 19,75 "/10-Normal-HCl. 

Berechnet fiir C,H,N,O - C,H,( NO,),OH -+- H,0: Gefunden : 
25,59°/o N 25,6990 N, 

Demnach lag Hypoxanthinpikrat vor. 

Bei der weiteren Verarbeitung der Riickstiinde gelang es 
uns, nach der von Levene!) fiir die Darstellung von Pyrimidin- 
basen eingeschlagenen Methode ganz geringe Mengen zweier 
Korper zu isolieren, die ihren Reaktionen und den Kristall- 
formen nach vielleicht Cytosin und Uracil sein mochten. 

Das Pikrat des einen zeigte unter dem Mikroskop gelbe 
gliinzende Siiulen und besad einen Zersetzungspunkt zwischen 
230 und 250°. Mit Benzol und Schwefelsiiure von der Pikrin- 
siiure befreit, blieb eine Fliissigkeit zuriick, welche nach Ein- 
engen auf dem Wasserbade mit Jodkaliumjodwismutlosung 
einen ziegelroten Niederschlag gab. 

Das Sulfat des anderen (Uracil?) stellte sich unter dem 
Mikroskop in rosettenformig angeordneten Niidelchen dar, gab 
aber keine zweifellos positive Weidelsche Probe. Zur weiteren 
Identifizierung waren die Mengen viel zu klein. 

Vorliegende Untersuchungen wurden im Sommer 1903 
im Laboratorium der medizinischen Klinik zu aus- 
eefthrt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. NXXIX, S. 6. 
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Die Abbauprodukte des Elastins. 
Von 
Emil Abderhalden und A. Schittenhelm. 


(Aus dem ersten chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Miirz 1904.) 


Bei der hydrolytischen Spaltung des Elastins fanden sich 
nach Horbaezewski!) Ammoniak (0,7°/0), Leucin, (Amino- 
valeriansiiure ?), Tyrosin (0,25°/0) und Glykokoll. Sehwarz?) 
eibt 0,34°/0 Tyrosin an. Wiahrend es Bergh’) und Hedin‘) 
trotz speziell darauf gerichteter Untersuchung nicht gelang, 
unter den Spaltungsprodukten Arginin und Lysin nachzu- 
weisen, konnten Kossel und Kutseher®) aus Elastin das 
Arginin analysenrein gewinnen, und zwar 0,3°/o. Da also eine 
Hydrolyse mit den neuen Methoden zur Isolierung der Amino- 
siiuren noch nicht durchgefiihrt ist, so lag ihre Anstellung 
um so niiher, als in Anbetracht der Erfahrungen bei anderen 
Kiweibkorpern mit Sicherheit die Auffindung von KoOrpern vor- 
ausgesetzl werden konnte, welche nach den alten Methoden 
iibersehen worden waren. Es war auch von Interesse, die Zu- 
sammensetzung des Elastins mit derjenigen der anderen den 
«Albuminoiden» zugeteilten Eiweibkoérper zu vergleichen. Es 
eelang uns auch in der Tat, auber den bereits bekanntenSpaltungs- 
produkten Leucin und Glykokoll als neue festzustellen Ala- 
nin, Phenylalanin, Glutaminsiure, a-Pyrrolidinkarbon- 
siiure und Aminovaleriansiure. Asparaginsiure scheint 
ebenfalls vorhandet zu 


Horbaczewski, Diese Zeitschrift, Bd. V1, 5. 3380, 1882 und 
Monatshefte fiir Chemie, Bd. WI, S. 639, 1885. 

*) H. Schwarz, Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 487, 1893. 

*) Ebbe Bergh, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 337, 1898. 

4) S. G. Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 5. 344, 1898. 

°) A.Kosselu.F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXV,S. 551, 1898. 
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Experimenteller Teil. 


Zur Hydrolyse wurden 440 g Elastin benutzt, welches 
nach der Methode von Zollikofer!) aus dem Nackenband des 
Rindes gewonnen worden war. Da der Wassergehalt desselben 
&%.42° 0 entsprach, so wurden demnach rund 400 @ trockenes 
Material verwandt. Eine Veraschung von ca. 3 g ergab einen 
sehr geringen Aschenriickstand. Das gesamte Material wurde 
mit der dreifachen Menge rauchender Salzsiiture vom spezifischen 
Gewicht 1,19 tibergossen, und zuerst in der Kilte, spiater auf 
dem Wasserbade zur klaren Loésung gebracht. Nachdem die- 
selbe 6 Stunden Riickflubkiihler gekocht worden war, 
wurde sie bei 14 mm Druck zum dicken Sirup eingedampft, 
dann mit 1000 cem absolutem Alkohol itibergossen, und nun 
durch Einleitung gasformiger Salzsiiure bis zur Siittigung ver- 
estert. Zur Vervollstindigung der Esterbildung wurde noch 
einmal im Vacuum eingedampft, mit 1!/2 1 absolutem Alkohol 
iibergossen und mit Salzsiure gesittigt. Als nunmehr im 
Vacuum wiederum ca. *), 1 abgedampft waren, zeigte sich be- 
reits eine reichliche Kristallisation, weshalb die Prozedur unter- 
brochen, und die Masse 36 Stunden auf Eis gestellt wurde. Sie 
war hernach zu einem dicken Kristallbrei erstarrt. Derselbe 
wurde mit wenig absolutem Alkohol angeriihrt, abgesaugt und 
mit wenig Alkohol nachgewaschen. Die Menge der noch gelb 
gefarbten, schOn ausgebildeten nadelfOrmigen Kristalle betrug 
nach ihrer Trocknung iiber Schwefelsiure im Exsiccator 158 g. 
Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Alkohol wurde die 
Substanz in glinzend weifen Nadeln gewonnen. Die Analyse 
ergab, dab es sich um Glykokollesterchlorhydrat handelte. 
Auf diese Weise waren also 85 g Glykokoll gewonnen worden. 

0.1876 g Substanz gaben 0.2887 g CO, und 0,1225 g H,O. 

Berechnet: C 34,41 °/o, 7,17 °%o. 
Gefunden: » 34,70 °%o, » 7,25 %/o. 

Das Filtrat vom Glykokollester wurde nach Einengung 
im Vacuum noch zweimal wie oben verestert. Trotz langeren 
Stehens auf Eis schied sich kein Glykokoll mehr aus. Nunmehr 


'; Annal. der Chemie und Pharmaz. Bd. 82, S. 168, 1852. 
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wurde unter stark vermindertem Druck zum dicken Sirup 
verdampft, und hierauf die Ester unter Zusatz von Ather, kon- 
zentrierter Natronlauge und Kaliumkarbonat unter sorgfiiltiger 
Kiihlung genau in der Weise isoliert, wie es von Fischer 
beim Casein!) beschrieben wurde. Das vom Ather befreite und 
mit Natriumsulfat getrocknete Gemisch der Ester betrug 280 g. 
Dasselbe wurde der fraktionierten Destillation zuerst im Wasser- 
bad bei 14 mm, dann im Wasser- resp. Olbad bei 0,3° mm 
Druck unterworfen, wobei folgende Fraktionen erhalten wurden: 
1. Fraktion bis 60° bei 14 mm Druck 9,5 g 
2. > » 100° » 14 » > 150.1 » 
3. » 105° > O38 >» 3805 > 
4, > >» 180° » O3 » > 27.5 » 
Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen wurde in der 
iiblichen Weise durchgefiihrt. 


1. Fraktion. 


Sie wurde zur Verseifung der Ester mit konz. Salzsiiure 
eingedampft, darauf Alkohol zugegeben und gasférmige Salz- 
siiure bis zur Siittigung eingeleitet. Trotz 2tiigigen Stehens 
auf Eis erfolgte auch nach erfolgtem Impfen nur eine geringe 
Abscheidung von Glykokollesterchlorhydrat. 

Die Fraktion bestand im wesentlichen aus Alanin, wo- 
von 2,3 g isoliert werden konnten. 

0.1712 g Substanz gaben 0.2544 g CO, und 0,1212 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

40,45 %Jo C und 7,87% H 40,52°%o CG und 7,87°%o H. 

Schmelzpunkt 294° (unkorr.) 


2. Fraktion. 


Nach dem Verseifen mit der fiinffachen Menge Wassers 
wurden die Aminosiiuren durch fraktionierte Kristallisation ge- 
trennt. Da die einzelnen Fraktionen durch ihren spezifischen 
Geruch die Anwesenheit von a-Pyrollidinkarbonsiure verrieten, 
so wurden sie der Reihe nach mit absolutem Alkohol ausge- 
kocht. Die weitere Verarbeitung der so erhaltenen alkoholischen 
Losung ist bei der 3. Fraktion beschrieben. Ebenso wurden 


Emil Fischer, Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 151, 1901. 
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die offenbar wesentlich aus Leucin bestehenden, schwerldslichen 
ersten Kristallisationen zusammen mit den aus der 3. Fraktion 
erhaltenen verarbeitet. Der Rest bestand aus 18 g Glykokoll 
und 23 ¢ Alanin. 


3. Fraktion. 


Die Verseifung wurde ebenfalls durch Kochen mit Wasser 
bewirkt, und die Aminosiiuren zuniichst fraktioniert kristallisiert. 
Die einzelnen Fraktionen wurden wiederum zur Isolierung der 
Pyrollidinkarbonsiiure mit Alkohol ausgekocht. Die vereinigten 
alkoholischen Ausziige der 2. und 3. Fraktion wurden im 
Vacuum zur Trockene eingedampft, mit 200 ¢ Wasser aufge- 
nommen und mit tiberschiissigem Kupferoxydhydrat vorsichtig 
gekocht. Das tiefblaue Filtrat wurde im Vacuum bei 40° zur 
Trockene eingedampft, die so erhaltenen Kupfersalze auf dem 
Wasserbad mit 100 g absolutem Alkohol gekocht, vom Unge- 
losten abfiltriert, und das Filtrat zur Trockene eingedampft. 
Auf diese Weise wurden & g aktive Pyrollidinkarbon- 
siiure als Kupfersalz — 3,15 @ freie Siture erhalten. Die in 
Alkohol unlésliche Portion des Kupfersalzes, welche der race- 
mischen Form der Pyrollidinkarbonséure  entspricht, 
betrug 10.5 ¢ = 3,82 2 freier Séiure. Die ganze Menge wurde 
aus Wasser mehrmals umkristallisiert. Die Analyse des bei 
120° getrockneten Kupfersalzes ergab folgende Zahlen: 


O.1900 Substanz gaben 0.2845 g CO, und 0,0927 H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu Gefunden: 
41,16°/o C und 5,49°'o H 40,83 °/o C und d,42°/o H. 
Die gemeinsam auf Leucin verarbeiteten Portionen der 


2. und 3. Fraktion ergaben zusammen 90,5 g Rohprodukte. 
Die durch wiederholte fraktionierte Kristallisation von leichter 
loslichen Produkten getrennte Verbindung schmolz bei 296° 
(unkorr.) und gab folgence Zahlen: 

O.1740 g Substanz gaben 0,1551 g H,O und 0.3497 g¢g CO, 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

54,96" C und 9,92°%/o H 54.81 °%o C und 990°%o H. 

Die leichter l6slichen Teile wurden zur vollstiindigen Ab- 
scheidung des Leucins in das Kupfersalz verwandelt. Durch 
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fraktionierte Kristallisation konnte aminovaleriansaures Kupfer, 
und daraus Aminovaleriansiiure vom Zersetzungspunkt 292° 
(unkorr.) erhalten werden. 


0.1833 Substanz des Kupfersalzes gaben 0.2694 ¢ CO, und 0.1074 ¢ H,O 


Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 
40,59 Cound 6.76% H 40,0990 und 6.51% 0 H. 
0.1726 g Substanz gaben 01426 ¢ H,O und 0.3223 CO, 
Berechnet fiir C; H,,NO,: Gefunden: 
51.28°0 C und 9,40°/o H 50,93 CG und 9,18 °%o H. 


Die Menge des isolierten Leucins betrug Amino- 
valeriansiiure wurden 4,0 ¢ erhalten. Die am leichtesten los- 
lichen Partien dieser Fraktion ergaben 1,0 ¢ Alanin. 

Fraktion. 

Sie enthiclt Phenylalanin, Glutaminsiiure und wahrschein- 
lich kleine Mengen Asparaginsiiure. 

Zar Darstellung des Phenylalanins wurde das Estergemisch 
mil Wasser versetzt und mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather 
wurde abgedampft, der Riickstand mit rauchender Salzsiiure 
auf dem Wasserbad verseift und ungefiihr bis zu '/3 der ur- 
spriinglichen Menge eingedampft. Beim Erkalten fielen 14,5 ¢ 
Phenylalaninehlorhydrat aus: hierzu kommen noch 4,5 ¢ 
durch weiteres Eindampfen der Mutterlauge. Das so isolierte 
Chlorhydrat (= 15,55 @ freies Phenylalanin) wurde mit iiber- 
schiissigem Ammoniak auf dem Wasserbade cingedampft, und 
das hierbei ausgefallene Phenylalanin vom Chlorammonium durch 
vorsichtiges Waschen mit kaltem Wasser getrennt. Zur Identi- 
fizicrung wurde das isolierte Phenylalanin mit Phenylisocyanat 
gekuppelt. Nach dem Umkristallisieren aus Alkohol zersetzte 
sich dasselbe bei 178° (korr.) Die Analyse ergab: 


0.1691 Substanz gaben 04171 ¢ CO, und 0,0864 ¢ H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N, : Gefunden: 
67,60 °/o C und 5,63°%o H 67,26°'o GC und 5,67 %o H. 


Dienachdem Ausiithern zuriickgebliebene wiisserige Losung 
der Ester wurde durch 2stiindiges Kochen auf dem Wasserbade 
mit 100 g frisch gefailltem Baryumhydroxyd verseift. Nach 
dtigigem Stehen wurde die vom ausgeschiedeven Baryt abfil- 
trierte Lésung mit Schwefelsiiure quantitativ vom Baryt befreit, 
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und das Filtrat eingedampft. Der gelbbraune Riickstand wurde 
mit wenig Wasser aufgenommen, und gasf6rmige Salzsiiure 
bis zur Sittigung eingeleitet. Nach mehrtiigigem Stehen schieden 
sich 3,8 ¢ Glutaminsiurechlorhydrat ab (= 3,04 @ freie 
(lutaminsiure), welches nach dem Umkristallisieren folgende 
Analysenzahlen gab: 


O1906 g Substanz gaben 0,0945 g H,O und 0.2290 CO, 


Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
32,76". und 5,47 H 32,76 °%o C und 5,51 %/o H. 


Das Filtrat des Glutaminsiiurechlorhydrats wurde durch 
Kochen mit Bleioxyd von der Mineralsiure befreit, und das 
geléste Bleit aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff entfernt. 
Aus der zuriickbleibenden Fliissigkeit konnte ein schwerldésliches 
Kupfersalz gewonnen werden, dessen Menge jedoch zu einer 
Analyse nicht ausreichte. Wahrscheinlich lag Asparaginsiure vor. 

Die Gesamtmenge der isolierten Monoaminosiuren betrug 
fiir 400 g Elastin: 

in Gramm in Prozent 


Glykokoll 103.0 25,75 
Leucin 21,38 
Alanin 26,3 6,58 
Phenylalanin 15,55 3,89 
a-Pyrrolidinkarbonsiure 6.97 74 
Glutaminsiiure 3,04 0,76 
Aminovaleriansiiure 4.0 1,0 


in Summa __ 61,10 

Den auffallend hohen Prozentsatz an Monoaminosiuren 
— die gegebenen Zahlen sind mit Ausnahme derjenigen fiir 
das Glvkokoll nur Minimalzahlen — und der minimale Gehalt 
an Diaminosiiuren — nach Kossel und Kutscher?) nur 0,3°%o 
Arginin — hat das Elastin mit dem Seidenfibroin?) gemein. 

2) Emil Fischer und Aladar Skita, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, 
S. 177, 1901. 
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Uber eine wesentliche Vereinfachung der kiinstlichen Atmung 
nach Sauerbruch. 
Von 


Prof. Brauer und Prof. Petersen. 


(Aus den Laboratorien der medizinischen und chirurgischen Klinik zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Miirz 1904.) 


Unter dem 25. Jan. 1904 hat Sauerbruch im Zentr. f. 
Chirurgie Nr. 6 eine Methode tiber die Ausschaltung der schad- 
lichen Wirkungen des Pneumothorax bei intrathorakalen Opera- 
tionen bekannt gegeben, der zweifellos die grébte Bedeutung 
beizumessen ist. 

Die bisher tiblichen Methoden der kiinstlichen Atmung 
erwiesen sich bei den genannten Operationen als unbrauchbar; 
Sauerbruch unterzieht dieselben einer kurzen berechtigten 
Kritik und berichtet alsdann, dai es ihm dadurch gelang, die 
nachteiligen Folgen des bei Pneumothorax auf die AuBbenseite 
der Lungen wirkenden Luftdruckes auszuschalten, dab er den 
Thorax vor und nach der Eréffnung der Pleurahdhlen unter 
einem negativen Druck hielt, welcher dem bekannten intra- 
pleuralen Druck (Donders) entsprach. Um dieses in groberem 
Stile mit Erfolg durchfiihren zu kOnnen, erbaute Sauerbruch 
eine kleine Operationskammer, in welcher ein Unterdruck 
von ca. 8—10 mm Hg erzeugt werden konnte. Das Versuchs- 
tier wurde in diesem Raume derart mit dem Halse eingefiigt, 
dah nur der Kopf auBerhalb des Raumes und somit unter dem 
normalen Luftdruck verblieb. Es ergab sich bei dieser Ver- 
suchsanordnung das iiberraschende Resultat, dafi selbst bei 
doppelseitigem und sehr ausgedehntem Pneumothorax die Atmung 
des Tieres ungestért weiterging, so dal} sehr eingreifende intra- 
ihorakale Operationen modglich waren. | 

Petersen hat die Wichtigkeit dieser Publikation, die 
von vieien Chirurgen nur mit Kopfschitteln gelesen wurde, 
sofort erkannt und sich baldmdglichst nach Breslau begeben, 
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um sich personlich iiber die Methode zu informieren. Hier kamen 
ihm sowohl Herr Geheimrat von Mikuliez-Radecki sowie 
Herr Dr. Sauerbruch mit der allergréSten Liebenswitrdigkeit 
entgegen, woftir er auch an dieser Stelle seinen Dank abstatten 
mochte. Alsdann hat er Brauer als inneren Mediziner er- 
sucht, mit ihm gemeinsam vom = chirurgischen und internen 
Standpunkte aus die zahlreichen sich ergebenden Fragen unter 
Benutzung eines Sauerbruchschen Operationsraumes zu 
bearbeiten, 

Brauer hat darauf die nachstehende Vereinfachung er- 
sonnen und zuniichst alleine, da Petersen aus auberen Griinden 
verhindert war, die Zweckmiibigkeit des Verfahrens  praktisch 
erwiesen. Petersen hat in weiteren Operationen dieses be- 
stiitigt und wird demniiehst iiber seine Resultate berichten. 
Das Verfahren soll noch weiter ausgebildet werden und es 
sind bereits die entsprechenden Anordnungen getroffen. — Es 
ist hier nicht der Platz, weiteres hieritber zu berichten, es 
soll vielmehr nur das Wesen und die Methode des neuen 
Vorgehens erértert werden. 

Geht man das Verfahren Sauerbruchs aufmerksam 
durch, so ersieht man, dab das prinziptell Eigenartige des- 
selben darin besteht, dab 

die unter physiologischen Verhiiltnissen vorhandene 
Druekdifferenz auf Innen-* und Aubenflache der Lunge 
dauernd erhalten bleibt und dab es 

2. dem Vermodgen des Tieres durchaus anheimgestelll 
bleibt, den Atemmodus und die Atemschnelligkeit selbst zu 
regulieren. Alles tibrige ist eine Folge des Vorgehens resp. 
der physiologischen Verhiiltnisse. Da Sauerbruch eine aus- 
fiirliche Darstellung der physiologischen Grundlagen seiner 
Methodik in nahe Aussicht gestellt hat. so erscheint es zuniichst 
auch nicht bereehtigt, sich iiber diese Dinge hier zu verbreiten. 

Dagegen glauben wir mitteilen zu diirfen, dali es nach 
unserer Ansicht sowohl fiir die Arbeit am Menschen, als wie 
ganz besonders am Tierexperiment unter Umstiinden zweck- 
miiviger ist, das Verfahren nach Brauers Vorgehen so zu 
moditizieren, dab man die konstante Druckdifferenz dadurch 
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hervorbringt, dafi man den auf der Innenfliiche der Lungen 
lastenden Druck in den notwendigen Grenzen erhoht, die Lungen- 
auBenfliiche dagegen dem herrschenden Luftdrucke tiberliabt. 

Auf dieser Basis hat sich Brauer fiir das Vorgehen beim 
Tierexperiment nachstehende Anordnung ergeben, welche es 
ermoglicht, in bedeutend einfacherer Weise dasselbe Resultat 
zu erhalten. Er empfiehlt daher als Methodik des physio- 
logischen Versuches folgendes Verfahren: 

Zunichst ist mit Tracheotomie zu arbeiten: dadurch 
erspart man das technisch nicht ganz einfache Abdichtungs- 
verfahren, welches zudem durch die, wenn auch leichte bBe- 
hinderung der Zirkulation am Halse ftir manche physiologische 
Versuche nicht gleichgiiltig ist. Die Tracheotomie gestattel dem 
Experimentator ferner das ganze Tier zu beobachten und 
dies ist speziell ftir gewisse Untersuchungen am = Zirkulations- 
apparat, mit denen Brauer sich seit lingerer Zeit beschifligte, 
von groblter Wichtigkeit. 

Der erforderliche konstante Uberdruck auf der Lungen- 
innenfliiche wird mit Hilfe einer Sauerstoffbombe hergestellt. 
Der aus der Bombe ausstrOmende Sauerstoffstrom wird, bevor 
er die Trachealkaniile erreicht, durch ein Y-Rohr in zwei 
Bahnen geleitet. Kine Bahn geht direkt zu einem zweiten Y-Rohr, 
die andere hingegen passiert zum Zweck der Narkose eine 
Atherflasche und tritt nun mit den Athergasen geschwiingert 
zu jenem zweiten, die beiden Bahnen wieder vereinigenden 
Y-Rohr. Durch Klemmschrauben kann man nach Belieben den 
einen oder anderen Weg dem Sauerstoff vorschreiben, weleher 
asdann zur Kaniile gelangt. 

Die Trachealkaniile ist fest einzubinden, sie stellt em 
dickes T-Rohr dar: in derselben strOmt der Sauerstoff an dem 
sich rechtwinklig abzweigenden Trachealteile vorbei. Bei jedem 
auch noch so leichten Atemzuge wird dem Tiere daher reichlich 
Sauerstoff verfiigbar sein. Von dem T-Rohr aus gelangt dann 
der Luftstrom in einen groben Windkessel, der ca. 20-——50 | 
zu fassen imstande ist. Der Windkessel ist notwendig, damit 
durch die Atembewegungen in dem Rohrensystem und auf der 
lnnenfliche der Lungen keine unnatiirlichen Druckschwankungen 
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erzeugt werden. Aus diesem Kessel fiihrt ein Hahn mit weitem 
Lumen: dieser steht in Verbindung mit dem Druckventil, 
d. h. einem weiten Glasrohre, welches nach Wunsch wechselnd 
tief unter Wasser getaucht wird. Dieses Rohr stellt den Mano- 
meter dar, regelt ferner den Druck in dem Roéhrensystem und 
lift, dem Zustrome und den Atembewegungen des Tieres ent 
sprechend, Gasblasen austreten, 

Mit diesem hochst einfachen und billigen Apparate kann 
man Hunde und Kaninchen stundenlang mit ein- oder beider- 
seitigem Pneumothorax beobachten und an ihnen ver- 
schiedensten physiologischen Experimente, wie wir uns mehr- 
fach tiberzeugten, ungehindert vornehmen. Die Narkose ist in 
einfachster und bester Weise zu leiten. Unbequem die 
Tracheotomie, welche aber, wie gesagt, fiir viele Versuche 
nicht nur irrelevant, sondern direkt nétig ist. 

Wiinseht man ohne Tracheotomie auszukommen 
oder am Menschen chirurgisch resp. intern medizinisch- 
therapeutisch vorzugehen, so abt auch dieses sich mit dem 
Uberdruckverfahren in sehr einfacher Weise erreichen. Man 
braucht in Anlehnung anSauerbruchs Unterdruckverfahren 
nur die Abdichtung am Halse des Tieres resp. des Menschen 
anzubringen und den Kopf alsdann in’ den Innenraum eines 
etwas eroBeren Kastens zu bringen, welcher alsdann unter 
Drack gesetzt wird und dem Zwecke entsprechend fiir Narkose 
etc. bestimmter weiterer Einrichtungen bedarf, tiber die ein- 
eehender zu berichten hier wohl nicht der Ort ist. 

in chirurgischer Beziehung méchte Petersen noch 
foleenden Satz hinzufiigen. Nach den Ergebnissen unserer Tier- 
experimente scheint ihm einer bisher ungeahnten Ausdehnung der 
chirurgischen Behandlung nicht nar vieler Lungenkrankheiten, son- 
dern auch mancher Herzkrankheiten (z. B. Operation von Klappen- 
fehlern unter Zuhilfenahme von Adrenalin resp. Suprarenin) ein 
prinzipielles Hindernis nicht mehr im Wege zu stehen. 

Bei unseren weiteren gemeinsamen Arbeiten werden wir 
auch diesen Fragen und Einzelheiten gerecht zu werden suchen. 


Heidelberg, den 12. Miirz 1904. 
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Bildung von Zucker aus Fett. 
Von 
Emil Abderhalden u. P. Rona. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitit: Berlin. 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Mirz 1904) 


Es ist eine liingst einwandsfrei erwiesene ‘Tatsache, dah 
vewisse Samen, z. B, Olsamen, aus Fett Kohlehydrate bilden.!) 
Seegen?) stellte denselben Vorgang experimentell auch fir 
den tierischen Organismus fest. Wurden niimlich Leberstiicke 
von eben getéteten Teren fein zerschnitten und mit defibri- 
niertem Blut gemischt ber 37° stehen gelassen, so erhielt 
Seegen mit entsprechenden Proben, welchen emulsioniertes 
Fett oder auch Fettsiituren zugesetzt waren, eine bedeutend 
stiirkere Reduktion, als bei den ohne Zusatz verblebenen Kontroll- 
proben. Seegen schliebt hieraus, dab sich Zucker auf Kosten 
des zugesetzten Fettes resp. der Fettsiiuren gebildet habe. 
Weib,?) welcher diese Versuche wiederholte, kam zu demselben 
Resultat wie Seegen. Liebe sich dieser Befund bestiitigen, 
so wiire es von hohem Interesse, die Zwischenstufen, welche 
bet dieser Reaktion auftreten miibten, zu verfolgen, so 
einen Einblick in dieselbe zu erhalten. Vor allem galt es, fest- 
zustellen, ob die beobachtete Zunahme an reduzierenden Ver- 
bindungen tatsiichlich einer Neubildung von Zucker entspricht, 
was bisher noch nicht einwandsfrel nachgewilesen worden war. 

Eine Wiederholung der Seegen-Weibschen Versuche 
unter genauer Innehaltung der von diesen Autoren angewandten 
Versuchsanordnung ftihrte zu dem Lesultate, dal sowohl bei 
Zusatz von emulgiertem Fett, als bei Zusatz von Fettsiuren 
zu Leberbrei und Blut keine Vermehrung der reduzierenden 
Substanzen eintritt. Bald zeigten die ohne einen Zusatz bei 
37° gehaltenen Kontrollproben eine stirkere Keduktion, bald 


1) Sachs, Botanische Zeitung 1859. Peters landw. Versuchs- 
stationen, Bd. Ill, 1861. 


2) Seegen, Die Zuckerbildung im Tierkérper, 5. 151, 1590. 
*) J. Weif, Uber die Bildung von Zucker aus Fett im Tier- 
kOrper. Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 542, 189s. 
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fiel das Resultat m anderem Sinne aus. In keinem Fall war 
die Zunahme an reduzierenden Substanzen so bedeutend, daf 
auf eine Neubildung von Zucker aus Fett zu schheBen gewesen 
wiire. Die fallen durchaus innerhalb der unver- 
meidlichen Versuch#fehler, welche namentlich durch den Ent- 
eiweibungsprozeB hprvorgerufen werden, AuBerdem in Be- 
tracht gezogen wefiden, dab bei der ganz ungleiclimiBigen Ver- 
teilung des Glykogens in der Leber selbst durch die feinste 
Verkleinerung nicht vermieden werden kann, daBiden einzelnen 


Partien verschieden grofe Mengen desselben zugefiigt werden, 
Bei den kleinen Zahlen macht natiirlich eine geringe Abweichung 
eine prozentisch grobe Differenz aus. Jedenfalls wird die Theorie 
der Zuckerbildung aus Fett durch diese Versuche keineswegs 
gestiitzt. Der negative Ausfall derselben lift natiirlich keine 
Riickschliisse aul die Vorgainge im lebenden Organismus zu. 


Experimenteller Teil. 

Zu den Versuchen wurde jedesmal frisch vom Schlacht- 
hof erhaltene Leber vom Hammel in der Hackmaschine fein 
zerrieben, gleiche Mengen davon in 2 oder 8 Portionen  ab- 
eewogen, und hieraul, nachdem eine Portion der zerriebenen 
Hammelleber mit Olsiiure, resp. mit Olivenél, griindlich ver- 
mischt worden war, mit der gleichen Menge frischen defibrinierten 
Hammelblutes innig gemischt, in verschlossenen Gefaben in den 
Brutraum gesteilt und 5—6 Stunden Luft durehgeleitet. Aus 
der durch wiederholtes Zentrifugieren mit 95°/oigem Aikohol urd 
durch Abpressen des Riickstandes mit der Handpresse von den 
festen Bestandteilen getrennten eiweib- und zuckerhaltigen 
KF liissigkeit erfolgte die Entfernung des Eiweibes nach der Methode 
von Abeles!) mittels einer absolut alkoholischen Losung von 
Zinkacetat. Der Kiweibniederschlag wurde durch Zentrifugieren 
und Abpressen griindlich erschépft und in der so gewonnenen 
klaren, hellgelben Fliissigkeit der Zucker nach Fehling bestimmt. 

1. Versuch (Hammel). Je 150 g Leberbrei wurden mi 
je 200 defibriniertem Blut vermischt. Zu einer Portion 
wurden 5 ¢ Olsiiure hinzugefiigt. 


' Abeles, Diese Zeitschrift. Bd. XV, S. 495, 1891. 
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Nach dem Ausfillen der Eiweiikorper und Einengen des 
Filtrates verblieben: 

a) Vom Gemisch ohne Zusatz 138.5 com Fliissigkeit. Ver- 
hbraucht wurden davon 6,8 eem (0,05 g Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,01 g. 

b) Vom Gemisch mit 5 Olsiture 176 liissigkeit. 
Verbraucht wurden davon 8,3 ccm (0,05 g Zucker). 

Absolyte Zuckermenge: 1,06. g. 

2. und 3. Versuch (Hammel). Je 150 ¢ Leberbrei wurden 
mit je 150 dem defibriniertem Blut vermischt. Eine Portion wurde 
mit 5 g Olgiure, eine zweite mit 5 g Olivenél versetzt. 

Nach -dem Enteiweiben und Einengen verblieben. 

a) Vom Gemisech ohne Zusatz 135 cem Fliissigkeit. Davon 
verbraucht 4,8 com (== 0,05 g Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,40 g. 

b) Vom Gemisch mit 5 g Olsiiure 120 cem Fliissigkeit. 
Davon verbraucht 3,7 com (=:0,05 g Zucker). 

Absolute Zuckermenge 1,62 ¢. 

¢) Vom Gemisch mit 5 g Olivendl 119 cem. Davon ver- 
braucht 4,5 (=0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,32. 

4. und 5. Versuch (Hammel). Je 130 ¢ Leber wurden 
mit je 1380 com defibriniertem Blut vermischt. Eine Portion 
wurde mit 5 g Olsiiure, eine zweite mit 5 g Olivendl versetzt. 

Nach dem Enteiweifben und Einengen verblieben: 

a) Vom Gemisch ohne Zusatz 205 cem. Davon verbraucht 
6,4 ecm (=0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,60. 

b) Vom Gemisch mit 5 g Olsiiure 20% ecm. Davon ver- 
braucht 7.4 (=0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,88 g. 

¢) Vom Gemisch mit 6 g Olivendl 200 cem. Davon ver- 
braucht 7,5 com (=0,05 g Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,33. g. 

6. und 7. Versuch (Hammel). Je 00 g Leber wurden 
Init je 130 defibriniertem Blut vermischt. Eine Portion 
wurde mit 5 g Olsiiure, eine zweite mit 5 g Olivenél versetzt. 
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Nach dem Enteiweiben und Kindampfen verblieben: 

a) Vom Gemisch ohne Zusatz 216 cem Fliissigkeit. Da- 
von verbraucht 4,6 cem (0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 2,34 ¢. 

b) Vom Gemisch mit™S ¢ Olivendl 282 Fliissigkeit. 
Davon verbraucht 6.0 cem (=0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 2,30. ¢. 

¢) Vom Gemisch mit 5 g Olsiiure 858 com Fliissigkeit. 
Davon verbraucht 7,4 cem (==0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 2,41 g. 

8. Versuch (Kaninchen). Je 60 @ Leber wurden mii 
je 40 cem defibriniertem Blut vermischt. Eine Portion wurde 
mit 5 @ Olsiiure versetzt. 

Nach dem Enteiweiben und Einengen verblieben : 

a) Vom Gemisch ohne Zusatz 80 cem Fliissigkeit. Davon 
verbraucht 4,8 cem (0.05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 0,83) 

b) Vom Gemisch mit 5 @ Olsiiture 102 Fliissigkeil. 
Davon verbraucht 6.3 cem (= 0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge: OSL g. 

9 und 10. Versuch (Hammel). Je 100 ¢ Leber wurde: 
mit je 100 com. defibriniertem vermischt. Eine Portion 
wurde mit 5 ¢ Olsiure, cine andere mit 5 g Olivendl versetzi. 

Nach dem Enteiweiben und Einengen verblieben: 

Vom Gewicht ohne Zusatz 102 cem Fliissigkeit. Da- 
von verbraucht 5,6 com (== 0,05 Zucker). 

Absolute Zuckermenge: ¢. 

by) Vom Gemisch mit 5 ¢ Olivendl 147 Davon ver- 
braucht 7,2 eem (= 0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,02. ¢. 

ec) Vom Gemisch mit 5 ¢ Olsiiure 143 cem. Davon ver- 
braucht 7.2 cem (= 0,05 ¢ Zucker), 

Absolute Zuckermenge: 0,99. 

11. Versuch (Hammel). Je 100 Leber wurden mii 
200 com. detibriniertem Blut) vermischt. Eine Portion wurde 
mit) Olsiiure versetzt. 

Nach dem Enteiweiben und Eimengen verblieben: 
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a) Vom Gemisch ohne Zusatz 147 com Fliissigkeit. Davon 
verbraucht 9.5 eem (== 0.05 & Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 0,77 

b) Vom Gemisch mit 5 g Olsiiure 110 com. Davon ver- 
braucht 9,8 cem (= 0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge 0,56. g. 

{2. und 15. Versuch (Hund). Je 70 g Leber wurden 
mit 60 cem Blut vermischt. Eine Portion wurde mit 5 ¢ OL 
siiure, cline zweite mit 5 Olivenol versetzt. 

iVersuch 10—15 sind mit Gummizusatz angestellt). 

Nach Enteiweijen und Einengen verblieben: 

at) Vom Gemisch ohne Zusatz 204% com Fiiissigkeit. Da- 
von verbraucht 8,0 cem (= 0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge: 1,27 

b) Vom Gemisch mit 5 ¢ Olivendl 146 com. Davon ver- 
braucht 5,8 cem (= 0,05 ¢ Zucker). 

Absolute Zuckermenge 1,25. ¢. 

¢) Vom Gemisch mit 5 g Olsiiure 156 eem. Davon ver- 
braucht 5,5 cem (== 0,05 g Zucker). 

Absolute Zauckermenge ¢. 

Ui dem Einwand vorzubeugen, dab die in der Leber 
wirksamen Fermente, die die Umwandlung des Fettes in Zucker 
veranlassen konnten, in der kurzen Zeit des Transportes vom 
Schlachthof ins Institut G/2—%4 Stunde) zugrunde gegangen 
wiiren, wurde je ein Versuch mit zwet Kaninchen und einem Hund 
angestellt, ber welchen die Leber sofort nach ihrer Entnahime 
in gleicher Weise, wie oben angegeben, verarbeitet wurde.') 

In drei Versuchen wurde das OL bezw. die Olsiiure in 
Form von Emulsion mit einer Gummilésung angewendet. Den- 
selben Zusatz erhielt: auch die Kontrollprobe. innige 
Mischung des Ols mit dem Leberbrei_ macht diese Komplikation 
jedenfalls iiberfliissig. Besondere Sorgfalt muh darauf gelegt 
werden, die zu untersuchende Fliissigkeit vollkommen ent- 
eiweibt ist. Sehon kleine Mengen von Eiweifi machen eime 
genaue Zuckerbestimmung unmoglich. 


', Ganz dasselbe Resultat ergab ein Zusatz von Palmitin- und 
Stearinsiiure. 
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Kalorimetrische Faecesuntersuchungen. 
Von 


Dr. Hans Lohrisch. 


(Aus der |. inneren Abteilung des Friedrichstadter Krankenhauses zu Dresden. 
Oberarzt Prof. Dr. Ad. Schmidt) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Miirz 1904.) 


Die direkte kalorimetrische Brennwertsbestimmung organi- 
scher und anorganischer Substanzen ist eine physikalische Unter- 
suchungsmethode, welche bisher vorwiegend dazu benutzt wurde, 
die Brennwerte von Nahrungsmitteln und Heizmaterialien fest- 
zustellen. Die Bestimmungen werden mit Hilfe des Kalorimeters 
ausgvefiihrt, welcher nach folgendem Prinzipe arbeitet: Die zu 
untersuchende Substanz wird unter einem Uberdruck und Uber- 
=chub yon Sauerstoff im luftleeren Raume verbrannt. Es wird 
dadurch erreicht, dab alle Elemente so hoch wie moglich oxydiert 
werden, sodaf die gesamte latente Energie des betreffenden 
Stoffes in Wiirme tibergetiihrt wird. Damit die entwickelte Wiirme 
sich nicht im Raume verliert, wird sie gezwungen, sich in einem 
bestimmten Medium, niimlich in Wasser, auszubreiten. Die Er- 
wirmung des Wassers wird direkt thermometrisch gemessen 
und daraus die der Wiirmeentwicklung entsprechende Kalorien- 
menge berechnet. 

Das Kalorimeter ist erst seit dem Jahre 1877 durch Stohmann') 
bekannter geworden. Zu der Zeit. als Stohmann anfing, sich mit ka- 
lorimetrischen Untersuchungen zu beschiiftigen, existierte nur eine einzige 
diesen Gegenstand behandelnde Arbeit von Frankland?) aus dem 
Jahre 1866. Dieser arbeilete mit einem von Lewis Thompson fir die 
Brennwertsbestimmung organischer Substanzen angegebenen Kalorimeter: 
Die Substanzen wurden im geecigneten Verhiltnis mit Kaliumehlorat und 
Braunstein gemischt und in einer Kupferpatrone entziindet; die bei der 
Verbrennung entwickelten Gase durchstrémten das Wasser des Kalori- 

') Uber den Wiirmewert der Bestandteile der Nahrungsmittel. Zeit- 
schrift fir Biologie. Neue Folge, Bd. 138, 1895. 

2) Philos. Mag.. Bd. 32, 8S. 182 (eit. nach Stohmann I. 
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meters und gaben dabei ihre Wirme an dieses ab. Stohmann'!) be- 
nutzte diesen Apparat seit 1877, fand aber an der Methode wie am 


Apparat eine Anzahl Fehler, sodafs§ genaue Resultate nicht zu erzielen 
waren. Erst im Jahre [88+ war der Apparat nach Uberwindung zahl- a 


reicher Schwierigkeiten soweit vervollkommnet, daf genaue Brennwerts- 
bestimmungen ermédglicht wurden. Eine wesentliche Modilikation von 
Stohmann war die, dafi er die Kupferpatronen durch solche aus Platin 
ersetzte, wodurch eine betriichtliche Fehlerquelle ausgeschaltet wurde. 
Rubner?*) konnte spater die Korrekturen Stohmanns an dem Frank- os 
landschen Apparate vollkommen bestiitigen. Unter den von ihm ange- a 
brachten Neuerungen ist die wichtigste die Einfithrung von Glashiilsen 


an Stelle der Kupfer- und Platinpatronen. “ 
Hochbedeutsam fiir die Weiterentwicklung der Kalorimetrie war rs 
die Erfindung der Berthelotschen Bombe im Jahre 1886, deren genane - 
Beschreibung sich bei Langbein®) findet. Diese Bombe besteht im | 
wesentlichen aus einem mit Platin ausgekleideten Gufstahltiegel, in dem 
die Verbrennung vor sich geht. Zur Entwicklung von Sauerstoff wird br 
aber nicht mehr Kaliumchlorat verwendet, sondern es wird Sauerstoff - 
direkt von auben unter einem Druck von 25 Atmosphiiren eingeleitet. - 
Der Berthelotsche Apparat ermoéglicht Brennwertsbestimmungen von 
staunenswerter Genauigkeit. Es wurde denn auch die alte Kaliumehlorat- 
methode alsbald aufgegeben und allgemein Berthelots Bombe benutzt. 
Im Laufe der Zeit erfuhr die Berthelotsche Methode allerlei Ver- : 
besserungen, so von Stohmann, Kleber und Langbein®*) und insbe- 
sondere von Hempel.*®) Von letzterem wurde zur Bestimmung des Heiz- 
wertes von Brennstoffen ein Kalorimeter konstruiert, das im Prinzip der 
Berthelotschen Bombe entspricht. Es ist aber in kleineren Dimensionen 
vehalten, bedeutend billiger. (Tiegel aus Fluheisen mit Emailleauskleidung) 
und eignet sich auch fiir die Verbrennung staubformiger Substanzen, die eit 
im Berthelotschen Apparat nicht médglich war. 
Trotzdem die Kalorimetrie im Laufe der Jahre in so voll- s 
kommener Weise ausgearbeitet worden ist, hat sie sieh bisher ks 


unter den der wissenschaftlichen Medizin dienenden Unter- 
suchungsmethoden keinen festen Platz erobern kénnen. Und 
doch scheint es, als ob die Kalorimetrie auch fiir theoretische 


lc. 


*) Kalorimetrische Untersuchungen. Zeitschrift far Biologie. Neue 
Folge, 3. Bd., 1885. 

3) Chemische und kalorimetrische Untersuchung von Brennstoffen. 
Zeitschrift fiir angewandte Chemie, 1900, S. 1227 u. 1259. 

*) Journal fiir prakt. Chemie, Bd. 39, 1889. 

Gasanalytische Methoden. Braunschweig 18°90, 
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und praktische klinische Zwecke ein tiberaus wertvolles Hilfs- 
mittel sein miibte. Es geht dies besonders aus den Mitteilungen 
von SchloBbmann?!) hervor. 

SchloBbmann hat gelegentlich kalorimetrischer Unter- 
suchungen von Siiuglingskoten und Harn gefunden, dab die 
Kalorimetrie auberordentlich brauchbar ist, wenn es sich darum 
handelt, Untersuchungen tiber den Kraftwechsel anzustellen, 
d. h. die mit der Nahrung eingefiihrte Energie mit den Aus- 
gaben an Kraftvorrat, die den Organismus im Harn und Kot 
verlassen, zu vergleichen. Er konnte sich aus dem Vergleich 
der Brennwerte der Nahrung und des Kotes auch sehr gut ein 
Urteil dariiber bilden, ob die Erniithrung der Siiuglinge eine 
rationelle war und ob der Darm geniigend funktionierte oder nicht. 
SchloBmann hilt die kalorimetrische Untersuchungsmethode 
fiir «die beste Funktionspriifung des Verdauungsapparates >. 

Ks wiirde danach die Kalorimetrie ftir klinische Zwecke 
hauptsiichlich in Frage kommen fiir die Ausfithrung von Unter- 
suchungen des Gesamtkraftwechsels und der Ausnutzung von 
Nahrungsmitteln. Derartige Untersuchungen lOsen bisher ihre 
Aufgabe auf dem Wege der chemischen Analyse, d. h. es werden 
Stickstoff, Fett und Kohlehydrate in der Nahrung und in den 
Kntlecrungen bestimmt und miteinander verglichen. Wenn man 
hedenkt, wie zahlreich, umstiindlich und = zeitraubend die bei 
derartigen) Versuchen notigen Einzeluntersuchungen sind, so 
wiirde es héchst willkommen sein, wenn die direkten Brenn- 
wertsbestimmungen solche Untersuchungen abkiirzen und ver- 
einfachen konnten. Ich mochte hierbei nicht unerwiihnt lassen, 
daBb man in neuester Zeit versucht hat, die zahlreichen chemi- 
schen Untersuchungen bei Stoffwechselversuchen durch die 
kalorimetrische Messung zu ersetzen, wie es scheint mit bestem 
Erfolg. Atwater?) hat ein «Respirationskalorimeter» konstruiert, 
in welchem die CO,- und H,O-Abgabe gemessen werden kann. 

1) Uber die Bedeutung kalorimetrischer Untersuchungen fiir klinische 
Zwecke. Berl. klin. Wochenschrift 19038, Nr. 12. 

2) Neuere Arbeiten iiber Stoff- und Krafibilanz des menschlichen 
Korpers von Zuntz, Berlin. Sammelreferat nach Bull. Ne. 21, 44, 68, 
69 und 109 d. U. St. Dep. of Agric., Washington. 
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Gleichzeitig ist es moglich, die gesamte von der Versuchsperson 
abevegebene Wirme direkt messen und zwar in folgender 
Weise: Die abgegebene Wiirme wird von einem den Respirations- 
raum durchsetzenden Wasserstrom, der in einem Rohrensystem 
im Innern des Apparates fliebt, aufgenommen. Dieser Wiirme- 
apparat ist durch drei Wiinde, die zwei Luftschichten einsehlieben, 
segen die Umgebung thermisch isoliert. In den Luftsehichten 
sind Thermoelemente angebracht, die zu einem Calvanometer 
hinleiten. Es wird auf diese Weise die gesamte abgegebene 
Wiirme direkt kalorimetrisch gemessen. Diese Messungen wurden 
durch Stoffwechselversuche, die in der gewohnlichen Weise 
ausgeftihrt wurden, kontrolliert und dabei eine sehr befriedigende 
Ubereinstimmung zwischen Verbrennungswiirme der umgesetzten 
Stoffe und der gesamten direkt gemessenen Wiirmeabgabe erzielt. 

Khe man nun bei Kraftwechseluntersuchungen und bei 
Ausnutzungsversuchen die chemische Untersuchung des Kotes 
durch das kalorimetrische Verfahren ersetzen kann, mub man 
sich dariiber vergewissern, in welchem Verhiiltnis die direkt 
kalorimetrisch ermittelten Brennwerte zu den durch die Ele- 
mentaranalyse gefundenen Kalorienzahlen stehen, ob wesent- 
liche Differenzen zwischen beiden bestehen, die eventuell zu 
ehlern bei der Berechnung fiihren konnten, und welche sonstigen 
Autschliisse die kalorimetrische Untersuchung der Faeces des 
erwachsenen, gemischte Kost geniebenden Menschen geben kann, 
zumal im Hinblick auf SchloBmanns!) Untersuchungen an 
Siiuglingen. Diesem Zweck dienen die folgenden kalorimetri- 
<chen Faecesuntersuchungen, die ich auf Veranlassung des 
Herrn Prof. Dr. Sehmidt ausgefithrt habe. Die betreffenden 
Kote hat Herr Prof. Sehmidt zum Teil selbst gesammelt und 
analvsiert und mir zur Verfiigung gestellt (in der Tabelle die 
Fille 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12). Eine kleine Anzahl von 
Koten wurden von mir gesammelt und chemisch untersucht. 
Siimtliche Kote sind mitteis der Probediiit von Schmidt und 
Strasburger?) gewonnen und zwar beziehen sie sich immer 


2) Die Faeeces des Menschen im normalen und krankhaften Zu- 
siande. |. Teil. Berlin 1902. 
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auf einen dreitiigigen Gebrauch derselben. Die Abgrenzung der 
Faeces geschah mit Karmin. Von jedem Kote sind die Werte 
fiir Stickstoff, Fett und Kohlehvdrate durch Analyse ermittelt: 
die Stickstoffzahlen nach Kjeldahl, die Fette durch dreitiigige 
Extraktion im Soxhletapparat nach vorheriger Spaltung mit 
salzsaurem Alkohol, die Kohlehydrate nach der Methode von 
Strasburger!) unter Anwendung der Kupferrhodaniirmethode 
von Volhard-Pfliiger. Sodann wurden von der Probediiit 
und yon siimtlichen Koten die Brennwerte direkt mit Hilfe des 
Hempelschen Kalorimeters bestimmt. Herr Prof. Schlol- 
mann hatte die Giite, mir sein im Dresdner Siiuglingsheim 
aufgestelltes Kalorimeter zur Verfiigung zu steilen, wofiir ich 
ihm meinen verbindlichsten Dank ausspreche. 


Ich lasse im folgenden cine kurze Beschreibung des Hempelschen 
Kalorimeters und seiner Anwendung zur Verbrennung von Koten folgen. 
Das Kalorimeter von Hempel! enthilt folgende Teile: 

1. Kinen Prefiapparat, in dem die zu untersuchenden fein pulveri- 
sierten Brennstoffe zu Bléckchen geprefit werden. 

2. Kine Autoklave aus Flufeisen von ca. 250 ecm Inhalt, welche 
auf einen Druck von 25 Atmosphiiren gepriift ist. Der VerschluB der 
Autoklave wird durch ein aufschraubbares Kopfstiick gebildet. Dieses 
trigt ein Schraubenventil, einen Flanschenrohransatz und 2 Elektroden. 
Am untern Ende des Kopfstiickes sind zwei Eisenstiibe angebracht, welche an 
ihren Enden je eine Platindse tragen und in die Autoklave hineinragen. An den 
Platinédsen wird der zu verbrennende Block mittels Platindrahtes befestict. 

3. Kinen Sauerstoffentwickler mit) Manometer, welcher an dem 
Flanschenrohransatz anzuschrauben ist. (Im Siiuglingsheim ein Eisen- 
zylinder mit komprimiertein Sauerstoff, an dem sich der Druck dureh ein 
Manometer regulieren liifst.) 

4. Das eigentliche Kalorimeter. Dieses besteht aus einem Metall- 
cefif, welches das Kalorimeterwasser enthaélt und in einem Abstand von 
ca. cm in einem Holzgefaib aufgehiingt ist. In das wird 
die Autoklave eingesetzt, ferner ein feines Thermometer und eine Riilr- 
vorrichtung. Das Ganze wird durch einen Deckel abgeschlossen, welcher 
Offnungen fiir das Thermometer, das Riithrwerk und die Elektroden hat. 

Kine Brennwertsbestimmung mit dem Heinpelschen Kalorimeter 
yestaltet sich in praxi folgendermafen: 

Der getrocknete Kot wird moéglichst fem verrieben und nochmals 
ber ca. 909 im Trockenschrank, bei sehr fettreichen Stithlen im Exsiceator 


Sehmidt und Strasburger ec. Il. Teil. 


be 
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vetrocknet. Ca. 1 ¢ des voéllig trockenen Pulvers wird mit Hilfe des 
PreBapparates zu einem Bléckehen geprefit. Gleichzeitig wird ein em 
langer Zwirnsfaden, dessen Brennwert bekannt ist, mit in die Substanz 
hineingedriickt. Das Bléckchen wird genau gewogen. Nun wird das 
Blickchen an einem 0,1 mm dicken Platindraht, der zwischen den am 
Kopfstiick der Autoklave befindlichen beiden Platinésen ausgespannt wird, 
mit dem einen Ende des Zwirnsfadens aufgehiinet. Der Block schwebt 
jetzt in einem kleinen Platintiegel, der in ein an den beiden Platindsen 
aufgehiingles Tonschilchen eingesetzt ist. Durch den Platintiegel werden 
etwa abbréckelnde Teilchen des Blockes aufgesammelt und so der Ver- 
brennung zugiinglich gemacht. Die Autoklave wird hierauf fest verschlossen. 
Aus dem Sauerstoffbehilter, der an den Flanschenrohransatz lutt- 
dicht angeschraubt wird, wird zunichst durch cinstrOmenden Sauerstofl 
die in der Autoklave noch vorhandene Luft verdriingt, sodann wird die 
Autoklave bei einem Druck von 20—21 Atmosphiiren unter Kontrolle 
des Manometers mit Sauerstoff gefiillt und durch das Schraubenventil 
abgeschlossen. Nunmehr wird die Autoklave in das Metallgefaib des Kalori- 
meters eingesetzt, welches genau 1 Liter Aqua dest. enthilt. Die Tem+ 
peratur dieses Wassers ist um ea. 15° C. killer als die umgebende 
Luft. Man erreicht dies durch vorherige Mischung des Wassers. 
Nachdem man noch das Riihrwerk in das MetallgefafSY gebrach! 
hat, wird der Apparat durch den Deckel, weleher das Thermometer und 
2 Elektroden triigt, geschlossen. Die Elektroden werden mit einem kleinen 
zweizelligen Akkumulator verbunden. Es beginnt jetzt die eigentliche 
Verbrennung, welche nur noch kurze Zeit in Anspruch nimmt.  Mittels 
der Rithrvorrichtung wird solange geriihrt, bis das Wasser eine konstante 
Temperatur angenommen hat. Darauf wird geziindet und unter bestiin- 
digem Rithren mit einer Lupe an einem in 4/50° C. eingeteilten Thermo- 
meter die Erwiirmung des Wassers abgelesen. Mit dem Thermometer, 
dessen Fehler genau bekannt sind, kann man auf ‘250° genau ablesen. 
Ist z. B. der Kalorienfaktor') des betreffenden Kalorimeters 1.5583, die 
Menge des verbrannten Kotes = 1,1058 ¢ und betrug die Erwiirmung 
des Wassers 3.925°, so ist der Brennwert fiir 1 g des betreffenden Kotes 
1.3583 - 3.925 


Kalorien. 

Davon ist der Brennwert des Zwirnsfadens in Abzue zu bringen, 
ferner der Brennwert des zur Abgrenzung benutzten Karmins. Derselbe 
betriigt nach meinen Untersuchungen 4.74 Kalorien fiir 1 ¢ Karmin. 

Jede Brennwertsbestimmung mn doppelt ausgefiihrt werden. 


') Der Kalorienfaktor des Kalorimeters ist diejenige Wiirmemenyze, 
welche nodtig ist, um den im Kalorimeter vorhandenen einen Liter Wasser 
um 1° C. zu erwiirmen. Er mufs fiir jeden Apparat besonders bestimint 
werden. 
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Der Tabelle, welche die Resultate unserer Untersuchungen 
wiedergibt, mochte ich folgende Bemerkungen vorausschicken: 

Die in der Tabelle aufgefiihrten Kalorienzahlen, welche 
aus den Werten fiir Stickstolf, Fett und Kohlehydraten in der 
Nahrung und im Kot berechnet sind, sind als Rohkalorien auf- 
gufassen. Wenn wir bet Ausnutzungsversuchen den Kalorien- 
wert der ecingefiihrten Versuchsnahrung mit dem dieser 
Versuchsnahrung entstammenden Kotes vergleichen wollen, so 
diirfen wir, da wir doch den Gesamtkaloriengehalt der Nahrung 
der Resorption zufiihren, zur Berechnung dieses Wertes nicht 
den physiologischen Nutzeffekt von liweib, Fett und Kohle- 
hvdraten heranziehen, sondern miissen die wirklichen Brenn- 
werte, wie sie im Kalorimeter gefunden werden, einsetzen. 
Fiir die Berechnung von Fett und Kohlehydraten ist dies ohne 
Belang: beide werden im Organismus bekanntlich Ende 
verbrannt, und man kann deshalb ihre Kalorienfaktoren 9.3 
und 4,1, die zugleich ihren phystologischen Nutzeffekt dar- 
stellen, ohne weiteres bei der Berechnung anwenden. beim 
Kiweif liegen die Verhiiltnisse insofern anders, als hier der 
physiologische Nutzeflekt, wie Rubner?!) gezeigt hat, 4,1 Ist, 
withrend der wirkliche Brennwert hoher legt. Stohmann?) 
hat aus verschiedenen Eiweibsorten eimen Durchschnittswert 
von 9730.8 cal. berechnet. Berthelot®) fand als Mittel 5691 
eal. Da man nun hiiufig in die Lage kommt, mit Durchschnitts- 
werten za rechnen, so nimmt Stohmann zu berechnungen 
das Mittel aus diesen beiden Zahlen = 5711 cal. oder 5,7 Kalorien. 
Rubner!) hat anniihernd die gleichen Mittelwerte gefunden. 

Wir haben demgemiéii bet unseren Untersuchungen fir 
die Berechnung der Eiweiibrennwerte die Zahl 5,7 als Kalorien- 
faktor benutzt. Dab diese Berechnung sehr genau ist, ergibt 
sich aus foleendem: 

Unsere Versuchsnabrung, die Probediaéit) von Schmidt 


und Strasburger, besteht aus: 


cit. nach Stohmann, 


|. 


Deg 
2 
Mea 
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15 | Milch, 
2 Kiern 
100 ¢ Zwieback 
SO » Hafergriitze 
» Butter 
125 » Filet 
190 Kartoffeln. 


Dem entsprechen, nach Schwenkenbecher!) berechnet, 
45 Kiweib, 110,7 Fett, 191,35 Kohlehydrate. Aus der Berechnung 
des Eiweifes mit 5,7, des Fettes mit 9,5, der Kohlehydrate 
mit 4,1 resultieren 2355,7 Rohkalorien. Die direkte Verbrennung 
der Probediiit im Kalorimeter liefert 2366.3 Kalorien, also eine 
sehr gute Ubereinstimmuneg. 

Wenn wir die Ausnutzung dieser Rohkalorienmenge im 
feststellen wollen, so ist es, um vergleichbare Zalhlen 
zu erhalten, notig, das ebentalls mit 5,7 zu multipli- 
zieren. 


Ergebnisse. 


Die Tabelle zeigt zuniichst, dah zwischen kalori- 
metrisch und chemisch bestimmten Brennwerten des Kotes in 
allen Fiillen Differenzen bestehen, zum Teil erheblicher Art, 
und zwar sind die direkt gefundenen Brennwerte stets hoher 
als die berechneten. Die absoluten Differenzen sind als Kinzel- 
zahlen und als Mittelzahlen hoéchst verschieden, ohne jede 
RecelmiBiekeit. Wenn man aber die Differenzen auf 100 direkt 
hestimmte Kalorien bezieht, so ist eine gewisse Uberein- 
stimmung nicht zu verkennen. Die Differenzen (Mittelzahlen) 
<chwanken dann zwischen 10 und 20 Kalorien mit Ausnahme 
der beiden mittleren Gruppen, wo sie noch miedriger liegen. 
Durchsehnittlich resultieren also, wenn bei der Verbrennung 
von Faeces Erwachsener im Kalorimeter 100 Kalorien gefunden 
werden, ca. 12 Kalorien mehr, als man auf dem Wege = der 
tlementaranalyse und bBerechnung erhalten wiirde, die An- 
wendung der Probediait vorausgesetzt. 


‘) Die Nihrwertberechnung tischfertiger Speisen. J. D. Marburg 1900. 
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| Kotes an: 
Nr. Diagnose Name | — 
! | Kol 
| feucht trocken N Fett 1: 7 
| 
l Li 259.5 | 603 3,92 | 12,93 ) 
| | 2 
2 € 219.0 | 32 3.09 | 5.6 
Normal- Ka ) ) | 6 3.0 | 1 3.6 
3 W 270.0 | 53.6 232 148 
kote 
Sehi 225.0 51.6 2,94 | 10,4 
5 St 242.0) | 45,0 241 | 13,06 
| 
| 
6 1070 159.9 982 | 33,48 
Giirungs- | 
7 486.5 7, 19,2! 5 
8 G 284.0 | 55,0 336 9.28 
Mittelwerth 613.5 | 104,7 6.73 | 21,35 
(ie 
V 1147 202 6,75 97,92 23. 
Fettstiihle | | 
Ge 497 | 127 8,24 | 68,06 121 
"| | 
| Miltelwerte : 822, 165 749 82,99 
| 
K 593 108 6,91 32.92 og. 
Diarrhéen | 
12 261 254 | 626 | 
Mittelwerte : 427 70 4,72 19,59 2.2 
| | 
1g | | 1800 | 370 158 | 
habituelle | | 
Mittelwerte: 125.0 | 33,9 155 8,36 
Achylia J 581: 112,2 817 | 1408 | 
16 sastrica L 474 856 443 | 1993 | 


Mittelwerte: 528 | 98.9 6.30 | 17.0 1,8) 
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Gesamtkalorienmengen 


im Kot ausgeschieden 


Differenz zwischen den 

kalorimetrisch u. chemisch 
bestimmten ausgeschie- 
denen Kalorienmengea 


Differenz auf 100 


Aus- 
nutzung: 
Von 100 auf- 


genomimenen 
Kalorien 


Absolute kalorimetrisch | werden im 
— bestimmite K t 
mmen | kalorimetrisch | chemisch Differenz Kalorien 0 aus- 
bestimmt bestimmt berechnet geschieden 
37 | 2889 | 2561 32.8 11.4 3.9 
268.3 | 2423 26.0 97 3.8 
2411 | 227, 14.0 5.8 3.4 
“1199 251.7 | 210.6 164 3,5 
62,6 | 2180 46.6 17.0 3,7 
| | 
«262,55 230,8 32.1 12.1 3.7 
| 
| 
| 702.3 | 12.3 114 
| 
| 
| in 
1553 | | 4594 67,3 14,0 7,3! 
| = 
"00 1852,1 1160.4 19.3 
33,9 944.7 | 931,2 13.5 | 1d 13.6, 
(66.8 1484 | 1045.8 102.6 | 7,9 16,5 
602.4 DO4A 38.0 6.3 
155,56 2600 17 79 
878,9 358,7 20.3 4,0 8.3 
m9 145.5 31,3 | 17,7 24 
163.6 131.6 32.0 | 19.6 233 
| 
170.2 135,7 31.6 18.7 2.35 
| 
(199 | 466.6 363.1 103.5 | 22.2 6.5 
482,8 401.1 81,7 | 17,1 6.8 
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Es fragt sich, worauf dieser UberschuS an Kalorien, der 
auf chemischem Wege nicht mitbestimmt wird, zu beziehen 
ist? Iierbei ist) zuniichst bedenken, dab bei der Analyse 
stets ein gewisser, wenn auch sehr kleiner Bruchteil von N, Fet 
und Kollehydraten der Bestimmung entgeht. Dann werden 
z. B. Lecithin und Cholestearin, die durch Ather mit: extrahiert 
werden, als Fett berechnet, wihrend ihre eigentlichen Brein- 
werte hohere sind. Auch die Methoden der WKohlehydrat- 
bestimmuny leiden an Ungenauigkeiten. Thervon abeesehen 
kOnnen nur noch die im hot auber N, Fett und NKohlehydraten 
vorhandenen brennbaren Substanzen organischer und anoresa- 
nischer Natur in Frage kommen. Von organischen Stoffen. ist 
es cinmal der Teil der ausgeschiedenen Zellulose, der bei de 
hohlehvdratbestimmung nicht in Zucker invertiert. wird. 
Nach meinen Untersuchungen ist der Zeilulosegehalt der Probe- 
diat so vering, dab sie fiir unsere Fille bedeutungslos is! 
Wichtiger sind schon die Galtlenfarbstofie, Callensiituren und 
andere organische Siuren wie Oxalsiture, Milchsiiure, bernstein- 
siture, de im gelegenthch vorkommen. Eadlich sind noch 
die anorganischen Substanzen des Kotes zu beriicksichtigen. 
Die Whotasche enthilt) Chlornatrium, Chiorkaliam, die Oxyde 
von Natrium, Katium, Calcium, Magnesium, Kisen, ferner Phosphor- 
siure, Schwetelsiiure, Nieselsiiure, Sand, alles Substanzen, welclic 
Indes var keinen oder nur minimaten Witrmewert besitzen. 

kis veht aus dem Gesagten hervor, dab kalorimetriscl: 
Ausnutzungsversuche, bei denen auf die Einze'- 
werle von N, Fett und Woliehydraten nicht Wert gelegt wird, be: 
wéitem exakter austallen als auf dem umstindlichen Wege der 
chemischen Analyse. 

Vom klinischen Standpunkt aus sind die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen foleende: Wenn wir Vergleiche anstellen zwischen 
der Energiemenge der eigetiihrten Nahrung und der Menge vor 
Kraft, die im Wot den Organismus verliibt, so erhalten wir 
dadurch Aufschlub dariiber, in welchem Umfang eine Resorption 
von Darm aus stattgefunden hat. Es sind dies immerhin wertvolic 
Aufschliisse, welche vor allen Dingen, wie auch SchloBmann ! 
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an seinen Siiuglingen gezeigt hat, fiir die Klinik brauchbar 
sind, indem sie uns anzeigen, entweder ob die Erniihrune eine 
rationelle ist oder ob der Darm tadellos funktioniert. Bei ver- 
eleichenden Untersuchungen iiber die Ausnutzung der Nahrung 
in normalen und pathologischen Fallen kommt es natiirlich 
daraul an, immer ein und dieselbe Nahrung zugrunde zu legen, 
Die Probediit von Sehmidt und Strasbureer ist Inerzu auber- 
ordentlich geeignet, denn einmal stellt sie an die Darmtiitigkeit 
eeringe Anspriiche zufolge ihrer leichten) Verdaulichkeit und 
kann erfahrunesgemif von Gesunden und Darmkranken ohne 
genommen werden. Wir konnen also bei Anwendung 
dieser Diiit in den metsten Fiillen ohne weiteres auf die sekre- 
lorischen und resorptiven Fithigkeiten des Darmes sehhefen. 
Andererseits istihr Brennwert ein fiir allemal kalorimetrisch fest- 


eeleet, sodab diesbeziigliche Untersuchungen in Weefall kommen.) 


Wenn wir nun in unseren Fiillen den Teil der Nahrungs- 


energie, der im Wot wieder auseesclhieden wird, Prozentens, 
ausdriicken, so bekommen wir fiir die Normalkote tberein-, 


stimmende Werte von 3.4—3.9" (s. Tabelle), d. die durch 
schnittiche Kraftmenge, die Erwachsener mit normal funk- 
lionterendem Darm bei Anwendung der Probediit im Kot ver- 


lieren dart, betriiet 3.7°/o der cinecfiihrien Kalorienmenve. Der 


Reinmwert der Probediiit wtirde sich demnach auf 96.5% be- 


laufen. SchloBbmann?!) hat bei gleichmiéibig mit Milch ernahrten | 


sdughngen die Grenze der normalen WKalorienausfuhr dureh den 
hot zu 10° der aufgenommenen Kalorienmenge angegeben. 


‘ 


Unter Zugrundelegung des Normalwertes 3,7 °/o Ist auber- 
ordentlich einfach, auch in pathologischen biallen sicheres 
Lrteil iiber die Funktion des Darms zu erhalten. Man hat nur 
den Brennwert des Kotes mit dem konstanten Breunwert der 
Probediit) vereleichen, um zu erkennen, wieviel von der 
venossenen Nahrung resorbiert wird und ob die Resorption 
geniigend ist. So finden wir bei unsern pathologischen Fiillen 
einen zum Teil sehr hohen Prozentgehall an Energie im Kot, 
in jedem hoher als im Normalkot. Eine bemerkenswerte 
Ausnahme machen die Fille von chronischer habitueller Ob- 


> 
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stipation: hier wird die Nahrung so vorziiglich ausgenutzt, dal 
der Verlust durch den Kot nur 2,35°/o betriigt.?) 

in dieser Weise fiir Ausnutzungsversuche angewendet, 
erscheint die Kalorimetrie als eine recht brauchbare und ein- 
fache Methode, um sich tier die Verhiltnisse der Darmtitigkeit 
in normalen und pathologischen Fallen schnell und sicher zu 
orienticren. Auch fiir Untersuchungen des Kraftwechsels wiirde 
die Kalorimetrie wertvoll sein: man hétte hier auber dem Brenn- 
wert des Kotes noch den des Harns zu bestimmen, eine Unter- 
suchung, die nach der von Schlofimann ?) angegebenen Methode 
einfach und exakt ausftihrbar ist. 

Alles in allem ist die Kalorimetrie, wenn man sie in dieser 
Weise fiir klinische Zwecke nutzbar macht, eine sehr wertvolle. 
genaue und wenig zeitraubende Untersuchungsmethode, deren 
Schwierigkeiten ihren zahlreichen Vorteilen gegeniiber vollig 
in den Hintergrund treten. 


Zum Schlusse erlaube ich mir, Herrn Prof. Dr. Schmidt 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und die Uberlassung einer 
groben Anzahl von Faeces meinen verbindlichsten Dank auszu- 


sprechen, 


') Lohriseh, Die Ursachen der chronischen habituellen Obstipation 
im Liehte systematischer Ausnutzungsversuche. Deutsches Archiv fiir 
Klin. Medizin, Bd. 79. 

2) Zur Technik der kalorimetrischen Untersuchungsmethoden. Diese 
Zeitschrift, 1903, Bd. XXXVI, Heft 4. 


4 
| 
| 
: 


Uber die Arginase 


Von 


A. Kossel und H. D. Dakin. 


—— 


In einer friiheren Mitteilung ist von A. Kossel die An- 
sicht gedubert worden, die Eiweibkoérper aus Kohlenstofi- 
ketten gebildet werden, welche durch Imidgruppen unterbrochen 
sind, und dab die Wirkung der eiweibspaltenden Fermente auf 
einer Losung dieser Imidgruppen berulit.2)) Durch die Arbeiten 
von E. Fischer, welcher zur Erkliirung der im Eiweibmolekiil 
vorhandenen Bindungsweise eine Reihe von Synthesen ausfiihrte 
und die so erhaltenen Produkte mit den aus Eiweil hervor- 
gehenden groberen Atomgruppen (Peptonen) verglich, ist diese 
Auffassung der proteolytischen Fermentwirkung sicherer be- 
ertindet worden. 

Aus der grofen Reihe der Fermente heben sich bei dem 
heutigen Stande unserer Kenntnisse zwei Gruppen scharf her- 
vor. 1. Die sauerstofflosenden «oxylytischen» Fermente, welche 
die Zerspaltung der durch ein Sauerstoffatom vereinigten or- 
ganischen Gruppen im Bereich der Fette und der Kohlehydrate 
herbeifithren und 2. die imidlésenden «imidolytischen» Fermente, 
welche die gleiche Zersetzung bei den Eiweibkorpern und der 
Hippursiure, wahrscheinlich auch bei vielen anderen organische 
Stoffen bewirken. Den letzteren steht in dem Fermente der 
Harnstoffgirung ein «<amidolytisches» Ferment zur Seite. 

Fiir die Bindungsweise der Kohlenstoffketten im Eiweili- 
molekiil sind heute zwei verschiedene Typen als wahrscheinlich 
unzunehmen. Der erste ist in der Hippursiiure und in den von 
Curtius und E. Fischer enthaltenen synthetischen Produkten, 
z. B. auch in den Polypeptiden vorhanden und enthilt nur ein 
lmid mit benachbarter Karbonylgruppe. Die zweite Bindungs- 

', Vorgetragen im Naturhistorisch-Medizinischen Verein in Heide!- 
berg am 4. Miirz 1904. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXV. 188 (L898). 
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art ist auf Grund der von E. Schulze gevebenen Aufklérung 
iiber die Konstitution des Arginins anzunehmen. Sie bestelit 
wahrscheinlich aus einem Guanidinrest, welcher hkohlen- 
stoffketten und CG...) miteinander verbindet und auf der 


(1) 
einen Seite dem Karbonyl benachbart ist (s. Formel 2), andere 
Bindungsweisen sind aber nicht ausgeschlossen, z. B. ein Guani- 
dinrest, welcher am Ende einer Kohlenstoffkette steht (s. Forme! 3). 
Folgende Formelbilder geben eine Vorstellung von diesen 


......€O— NH—C., 
(1) (2) 
2,0... .. . — NH — CNH — NH —C. 
(1) (2) 
3. NH, — CNH — NH —C. 


(2 

Zwischen der Formel 2, 3 und iéhnlichen konnen wir heute 
noch nicht entscheiden, wahrscheinlich kommen sie auch neben- 
cinander im Eiweib vor. 

Die Verbindung der NH-Gruppe mit CO in Formel 1 und 2 
wird durch die Spaltung mit Siituren gelost, wahrend die andercu 
Verbindungen bestehen bleiben. Man beobachtet also unte: 
Wassereintritt folgenden Zerfall: 


la) .....COOH, NH,—C. 
(2) 
2a)... .COOH, NH, — CNH — NH —C. 
(1) (2) 
den Stiekstoff vom GC loszureiben, dazu bedart es eine! 
(2) 


stiirkeren) Kinwirkung. Man kann aber, wie Schulze er- 
wiesen hat, darch Kochen mit Barytwasser einen Zerfall dev 
Guanidingruppe des Eiweisses nach folgendem Schema erziclen, 
wober Harnstoff gebildet wird: 

Die folgenden Untersuchungen zeigen nun, dab im tlerischen 
Organismus zwet verschiedene Gruppen imidolytischer Fermente 
zu finden sind, deren erstere die Imidogruppe nur von dem 
benachbarten Karbonyvl ablost (Trypsin, Erepsin), wiithrend dic 
yweite eme Abtrennung des Harnstoffs nach dem Schema 2) 
bewirkt. Wir haben in der »Arginase» einen Korper dieser 
letzteren Art aufgefunden. 


ane 

A 

| 

ate 

ig 

| 

| 

aie 

| 
a 

| 


Uber die Arginase. Ole 


3 

Von den 17—18 verschiedenen Atomgruppen, welche 
man in den komplizierteren EiweiSkorpern aufgefunden hat, 
finden sich nach unseren Untersuchungen in dem einfachsten 
hisher untersuchten Eiweifstotf, dem Salmin, nur fiinf vor.!) Es 
ist selbstverstiandlich, dab man beim Experimentieren mit solchen 
einfacheren Eiweibkorpern auch einfachere physiologische Ver- 
hiltnisse schaffen wird. Besonders gilt dies in Bezug auf die in 
denobigen Formeln 2 und 3 angenommenen Guanidinverkettungen, 
denn diese Gruppe nimmt nach den friiheren Untersuchungen 
von A. Kossel einen breiten Raum innerhalb des Salminmolektils 
ein. Ste wiederholt sich so hiiufig, etwa des gesamten 
Stickstoffs vom Salmin in der Gruppe NI—CNH—NH vorhanden 
sind. Will man also das Verhalten dieser physiologisch besonders 
interessanten Gruppe in threr urspriinglichen bindung studieren, 
so wird man sich lierzu am besten der Protamine bedienen. 

Wir haben unsere Aufmerksamkeit zuniichst der Zerlegung 
zuvewandt, welche diese KOorper unter der Einwirkung der Fer- 
mente erleiden. Dab die Protamine ebenso wie die kompli- 
zierteren Eiweibstotfe durch das ‘Trypsin zersetzt werden, zeigte 
sich zuerst ber den Untersuchungen von A. Kossel und A. 
Mathews,?) spaiter fand Cohnheim, dali das von ihm ent- 
deckte Erepsin die gleiche Umwandlung bewirkt.*) Alle diese 
/ersetzungen erfolgen nach dem Schema la und 2a, d. h. die 
lmidgruppe wird nur von der Karbonylgruppe losgelost, der Gua- 
nidinrest bleibt erhalten und es entstehen freie Amidosiiuren 
nheben der Verbindung des Guanidins mit a-Amidovaleriansiiure. 
Letztere Verbindung ist bekanntlich das Arginin: 

NH, — CNH — NH — CH, — CH, — CH, — CHNE, — COOH. 


Unsere ersten Versuche hatten die Aufgabe, festzustellen, 
ob die Zersetzung der Protamine durch das Erepsin quanti- 
tativ. verliiuft. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 165; Bd. XXVI, S. S88; Bd. XL, 


S. 311 und S. 565. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. XXNV, 190. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXNV, S. 140. 
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Wir brachten 15 g Clupeinsulfat in 150 Erepsin- 
losung, welche nach dem Verfahren von Cohnheim bereitet 
und durch Zusatz von Natriumkarbonat schwach alkalisch ge- 
macht war. Die Fliissigkeit wurde unter Zusatz von Toluol im 
Brutofen digeriert, bis die Biuretreaktion verschwunden war. 
Hierzu waren etwa 14 Tage erforderlich. Nunmehr wurde der 
(resamtstickstoff und der Argininstickstoff nach bekannten Me- 
thoden bestimmt.!) Es ergab sich, dab 84,5°%/o des gesamten 
Stickstolls in Form des Arginins vorhanden war. Da wir bei der 
Siiturespaltung 83,5°/0 Stickstoff als Arginin gefunden hatten, so 
ist hieraus der Schlub zu ziehen, eine vollige Abspaltung 
des Arginins stlattgefunden hatte. 

Als wir nun aber behufs genaueren Studiums der Zer- 
setzungsprodukte den Versuch gréBerem MafSstabe wieder- 
holten, erhielten wir ein anderes Ergebnis. Wir konnten zwar 
feststellen, dab die Reaktionen des Protamins, z. B. die Fiihig- 
keit, Eiweib zu fiillen, rasch verschwanden: aber die Biuret- 
reaktion blieb bestehen, selbst als wir den Versuch iiber 1& 
Monate ausdehnten. Die Reaktion ging — wenigstens zum Teil 

nicht iiber die Bildung der Protone hinaus. Nach 18 Mo- 
naten wurde das Reaktionsprodukt untersucht und es fanden 
sich in demselben folgende Substanzen vor: 1. Proton, 2. Ar- 
ginin, 3. Ornithin, Harnstoff, 5. Amidovaleriansiure. 


Die Analyse der Amidovalerianséiure ergab 


Berechnet fiir C,H,,NO, 
C 61, 31,28 °/o 
H =9,50 940 


Das Arginin wurde als Silbernitratsalz in kristallisiertem 
Zustand dargestellt, das Ornithin aus dem Filtrat des durch 
Silbersulfat und Baryt gefiillten Niederschlages durch Phosphor- 
wolframsiiure ausgefillt. Letzterer Niederschlag, durch Baryt von 
Phosphorwolframsiiure und durch Kohlenséure vom Barvt befreit, 
eab mit Salzsiiure und Platinchlorid eine Kristallmasse, welche 
nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser folgende Ana- 
lysenergebnisse lieferte. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXII S. 165. 
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Gefunden Berechnet fiir C,H,.N,O,, H,PtCl, 

Pt 30,5 35,96 °/o 

N 3,23 


Aus dem Platindoppelsalz konnte leicht das Chlorid ge- 
wonnen worden, welches, im Polarisationsapparat untersucht, 
einen Wert von (a@)p =-+-16.6° ergab. Dies stimmt vollig mit 
den Angaben von KE. Schulze und E. Winterstein iiberein, 
welche fir das Chlorid mit) dem  normalen  Chlorgehalt 
(a) py == 16,8° fanden.!) 

Aus dem Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlages 
stellten wir den Harnstoff dar, indem wir nach Entfernung 
der Phosphorwolframsiiure mit Alkohol auszogen und das al- 
koholische Extrakt nach dem Eindampfen mit Salpetersiiure 
fillten. Der Niederschlag bestand aus Kristallen, welche die 
VMerkmale des Harnstoffnitrats darboten, insbesondere auch den 
Winkel von 82° erkennen lieben. Aus dem Nitrat wurde der 
freie Harnstoff in den bekannten langen Prismen gewonnen. 
Die Kristalle gaben nach dem Erhitzen dic Biuretreaktion und 
lieferten bei der Klementaranalyse folgende Zahlen:— 


Gefunden Berechnet fiir Harnstoff, 
C 19,91 %o 20.00" 
H 6,67 


Die fermentative Zersetzung des Clupeins war somit in 
diesem Falle ganz anders verlaufen als bei den ersten Ver- 
suchen. Das Erepsin mubte nach kurzer Zeit unwirksam geworden 
sein, sonst hiitten die Protone nicht unzersetzt bleiben kOnnen. 
Hingegen mubte ein anderes Ferment in Wirksamkeit getreten 
sein, welches den groSten Teil des Arginins in Ornithin und 
Harnstoff zerlegt hatte. Dieses Ferment muf nach dem hertigen 
Sprachgebrauch als eine « Arginase» bezeichnet werden und 
seine Wirkung erfolgt nach dem Schema. 

NH, - CNH. NH- - CHNH, - COOH = 
NH, CO. NH, NH, - C,H, - CHNH, COOH 

Weitere Versuche mit der Darmschleimhaut selbst besta- 
ligten das Vorkommen der Arginase in diesem Gewebe. Bringt 
man die zerhackte Schleimhaut des Hundedarms mit einer Arginin- 


'y Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV. S. 130. 
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lOsung zusammen, so kann man in kurzer Zeit eine Zersetzung 
des Arginins feststellen. 

Hingegen laift sich in den nach Cohnheim dargestellten 
Mrepsinlosungen undin den kiiuflichen Trypsinpriiparaten gewohn- 
lich keine Arginase nachweistn. Dies ergibt sich aus folgenden 
Versuchen., 

1. 2.5 ¢ Argininkarbonat in Wasser gelést und mit Salzsiiure neutrali- 
siert wurde 13 Tage mit Erepsinlésung unter Zusatz von Toluol digeriert. 
Dann wurde das Arginin mit Silbernitrat und Baryt entfernt. Phosphor- 
wolframsiiure gab im Filtrat nur Spuren eines Niederschlags. 

2. 4 ¢ kohlensaures Arginin wurde mit 150 cem Erepsinlésung 
3'e2 Monate mit Toluol im Brutofen digeriert. Die LOsung wurde sodann 
Phosphorwolframsiiure ausgefiillt und der im Filtrat des Phosphor- 
wolframsiureniederschlages vorhandene Stickstoff. welcher den Harnstoff- 
stickstoff enthalten mufte. mit der KyeldahtIschen Methode bestimmt. 
Derselbe betrug 0.0332. ¢. 

Zugleich mit diesem Versuch war zur Kontrolle die gleiche Menge 
Krepsinidsung unter den gleichen Verhiiltnissen ohne Arginin angesetz! 
worden. Diese. Fliissigkeit wurde ebenso verarbeitet und flieferte im 
Miltrat des Phosphorwolframsiiureniederschlages 0.0224 ¢ Stickstoff. Falls 
also tiberhaupt bei diesem Versuche eine Harnstoffbildung stattgefunden 
hatte, konnte sie nicht mehr wie O,OLO8¢ N, d. i. 0.0231 ¢ Harnstoff betragen. 

3. 2.5 ¢ Aregininkarbonat wurde mit 0.5 g Trypsin (Griibler) und 
5 ¢ Kochsalz 100 cem Wasser 18 Tage mit Toluol Brutofen 
digeriert. Filltrat) des Argininsilberniederschlages entstanden nur 
Spuren eimes Phosphorwolframsiiuremiederschlages. 


4. 2.5 g Arginin wurden mit 0,3 ¢ Trypsin (Gritbler) und 90 cem 


viger Kochsalzlésung 38'2 Monate unter Zusatz von Toluol im Brut- 
ofen digeriert. Die Fliissigkeit wurde dann mit Phosphorwolframsiiure 
vefillt und der im Filtrat enthaltene Stickstoff bestimmt. Derselbe betrug 
O.021 Falls derselbe vollstiindig auf Harnstoff zu berechnen wire, 
wiirde dies nur 0,045 © Harnstoff entsprechen, 


Aus diesen Befunden ergab sich die Frage, ob die Arginase 
nicht als Gewebsferment in verschiedenen Organen vorkommt. 
Wir stellten zuniichst Versuche mit der Lebersubstanz an und 
hedienten uns dabet der folgenden Anordnung. Losung 
Argininkarbonat, deren Stickstoffgehalt genau festgesteilt 
war, wurde mit einer bekannten Menge Leberbrei vom. frisch 
vetoteten Hund oder mit frisch bereitetem Leberprebsaft unter 
Toluolzusatz im Brutofen digeriert. Nach Ablauf einer mehr 
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oder minder langen Zeit koagulierten wir das Eiweib in der 
Siedehitze, filtrierten das Koagulum ab, wuschen es sorgfiltig 
mit heibem Wasser aus und bestimmten in ciner klemen ge- 
messenen Menge des auf ein bekanntes Volumen aufgefiillten 
Filtrates die Stickstoffmenge. Der grdbere, ebenfalls genau 
vemessene Teil des Filtrats wurde mit Phosphorwolframsiiure 
vefiillt und im Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlags 
wiederum cine Stickstoffbestimmung ausgetiihrt. Diese war fir 
die Menge des Harnstoffs mabgebend. Der Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag wurde jetzt mit Barvt zerlegt, die vom phosphor- 
wolframsauren Baryt abfiltrierte Losung mit Schwefelsiure an- 
gesiiuert und sodann mit Silbersuifat und Atzbaryt in der. fiir 
die Argininfaillung gebrituchlichen Weise ausgefiillt, 

Der Silberniederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff 
zerleet und die Fliissigkeit mehreren Fillen nach der be- 
kannten Methode in einen Histidinanteil und einen Argininantei! 
zerlegt, deren Stickstoffgehalt ebenfalls festgestellt wurde. Durch 
Rechnung lieb sich derjenige Stickstoffanteil finden, welcher durch 
Phosphorwolframsiure fillbar, aber durch Silbersalz und Baryt 
nicht fillbar war. Dieser war fiir die Ornithinmenge bestimmend. 

Selbstverstiindlich konnte die ganze im Phosphorwolfram- 
siiuretiltrat vorhandene Stickstofimenge nicht ohne weiteres den 
hei der Digestion gebildeten Harnstoff angeben und ebenso- 
wenmlg durfte die durch Phosphorwolframsiiure fiillbare und durch 
Silbersalz mit Baryt nicht fiillbare stickstoffhaltige Substanz ohne 
Weiteres als neugebildetes Ornithin angesprochen werden. Bei 
der Digestion der Lebersubstanz selbst bilden sich Produkte, 
welche sich wie Arginin, Ornithin und Harnstoff verhalten und 
von diesen Zahlen in Abzug gebracht werden miissen.') Daher 
wurde jedesmal ein Kontrollversuch gemacht, indem die gleiche 
(owebsmenge ohne Arginin angesetzt und ebenso wie im Hanpt- 
versuch verarbeitel wurde. Bei der Berechnung der zweiten 
Tabeile sind diese aus der Leber allein entstehenden Mengen 
von den Zahlen des Hauptversuchs abgezogen und aus dem Res! 
ist’ Arginin, Ornithin und Harnstoff berechnet worden. 


1, Ob die aus der Lebersubstanz allein gebildeten Stoffe wirklich 


Arginin, Ornithin und Harnstoff sind, ist fiir diese Berechnung gleichgiiltig 
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Stickstoff 


Lebergewebe Volumen] Zeitdauer Filtrat des 
‘hs Feucht Phosphor- saurer 
num-f oder Prefsatt Cel cer hi wolfram- Harnstoff 
mer aus Leber Losung | wirkung gewogen 
A ly] 25 ¢ Leber 5 1.169 0.926: 
A 2] 25 ¢ Leber [L000cem] 5 Tage 0.4 804 
Bt 20 ¢ Leber [O00 ccm] 9 Tage 20) O.9709 g 
B 2] 25 ¢ Leber L000 ecm 9 Tage 0,326 
cem Prefsatt 1000 12 Tage 1730 (), 71. 1,839 © 
9 Tac G58 Die saktion war vor de r Digestion durch Znsatz 
C 2 720 cem | refisaft L000 12 Tage 0.6550 
C3 cem 12 Tage 0.1720 
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O.0749 


O.6568 


O.O3902 
0.0210 
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Tabelle 2. 


Ver- Arginin Ornithin | Harnstoff 
snehs- in Gramm 
uchs Grammfiin Gramm 
num- | hinzuge- 
© — vebildet | gebildet 
mer zersetzt | + 
| i} 
A 1) 36 | 3,4 19 0,06 
Tage 
25 ¢ Leber 
‘ rt r af l 
9 Tage 
20 ccm Prefsaft 
3.0 3,0 1.2 
12 Tage 
PO -refisaft, sauer 
3,0 3.0) 1.9 10) Pref ft. saue 
12 Tage 
| 25 © Leber 
1) 20 1.1 Ferment etwa LO Min 
wirksain 
D 3) 3.6 5.3 2.7 1.2 Ebenso 
OF ‘ 
25 Leber 
5,0 2.6 19 
6 Stunden 
1) | 0,2 Spuren 0,03 Ferment durch Erhitzen 
zerstort. 6 Stunden 
20 cem Prefsatt 
G 1) 1,29 1.26 O.8 
6 Stunden 
| 10 cem Prebsatt 
H 1) 0.6 0,08 Spuren | Spuren | Ferment durch Erhitzen 
zerstort. — 56 Stunden. 


Der Harnstoff wurde in mehreren Versuchen aus dem 
Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlags als Nitrat ge- 
wonnen. Aus dem Nitrat konnte dann reiner Harnstoff erhalten 
werden. Derselbe ersehien in den charakteristischen Formen 
und gab mit Salpetersiiure auf dem Objekttriiger Kristalle, welche 
hei der Messung die Winkel des Harnstoffnitrats, besonders 
den Winkel von 82°, zeigten. Nach dem trockenen Erhitzen im 
Reagensglase erhielten wir die Biuretreaktion und bei der 
Mlomentaranalyse fanden wir Zahlen, welche mit denen des 


Harnstoffs vollig iibereinstimmten. 
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oO) A. Kossel und H. D. Dakin. 


Das aus Bf) dargestelite Harnstoffpraparat gab bei der 
Analyse folgende Zahlen 


Gefunden berechnet fiir Harnstoff 
HH 6.66 6.67 


Aus den Wontroliversuchen z. B. in B 2: konnten wir bei 
eleicher Behandlung keine Spur von Harnstoff erhalten. 

Das Ornithin wurde zum Teil nach dem von Herzog!) 
im hiesigen Laboratorium ausgearbeiteten Verfahren als Pheny!- 
hydantoin, zum Teil auch als Ornithursdure nachgewilesen. 

Die Phenyleyanatverbindung des Ornithins gab bei der 
Analyse folgende Zahlen 


Gefunden Berechnet fiir 
C 64.75 64,77 °/o 


% 5.68" 

Der Schmelzpunkt lag nach dreimaligem Umkristallisieren 
her 199—200" (unkorr.), withrend Herzog 191—192° angibt. 

Die Menge der Ornithursiiure reichte zur Analyse nicht 
aus. thr Schmelzpunkt war 183° (unkorr.), Jaffé gibt 182°, 
Schulze und Winterstein (84° an. 

Kine Reihe von Versuchen, tiber die wir spiiter berichten 
wollen, zeigle uns, dafii die Arginase durch Extraktion mit Wasser 
und mit verdiinnter Essigsaiure aus der Lebersubstanz gewonnen 
werden kann, diese Extraktion aber eine unvollstiindige 
ist. Die Arginase wird gefiilit durch Aussalzen mit Ammonium- 
sulfat und durch Alkohol und Ather. Wir erhielten aus diesen 
Niederschiiigen stark wirksame LOsungen, welche relativ arm 
an organischer Substanz waren. 

Aus den Versuchen D1) und D3) ergibt sich, dab die 
Arginasewirkung ziemlich schnell veriéuft. Die Leichtigkeit, mil 
der hier die Spaltung des Arginins in Harnstoff und Ornithin 
vor sich geht, steht im Gegensaiz zu der Widerstandsfiithigkel! 
dieser Verbindung gegen siedende Siiuren. Bekanntlich stellie 
man das Arginin durch langdauernde Einwirkung starker siedender 
Schwefelsiiure auf Eiweibkorper dar. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 520. 
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Unsere Ergebnisse erinnern an Versuche, welche Charles 
Richet in den Jahren 1894—1897 publiziert hat?) und welche 
thn zur Annahme eines harnstoffbildenden Ferments veranlabten, 
Richet stellte fest, dab ber der Digestion von Lebersubstanz 
mit Wasser eine Substanz entsteht, welche sich gegen unter- 
bromigsaures Natron ebenso verhiitit wie Harnstoff. Die inter- 
essanten Versuche Richets haben mehrfach zu Erorterungen 
Veranlassung gegeben. Ob ihr Ergebuis auf die Wirkung der 
Arginase zuriickzufithren ist, ist noch nicht za entscheiden. 

Ferner ist es beachtenswert, dai das Arginin, dessen 
Nachweis keine Sehwierigkeiten darbietet, zuweilen unter den 
Produkten der Autolyse tierischer Organe in solchen Féillen 
vermibt worden ist, wo sich andere Zersetzungsprodukte der 
vorfanden. Dies ist der Fall gewesen bei den 
Versuchen von Kutscher und Seemann?) mit Thymusgewebe 
und Diinndarmsehleimhaut und bei denen von HH. D. Dakin mit 
Vierensubstanz.°) Das Fehlen des Arginins unter den Produkten 
der Autolyse mit grober Wahrscheinlichkeit: auf die Gegen- 
wart der Arginase in diesen Organen schlieBen. 

Wir setzen die Untersuchungen tiber die Arginase fort. 


‘) Comptes rendus des séances de Académie des sciences, Bd. 118, 
s. 1125; Comptes rendus de la Société de biologie, Bd. 46 (10e série, 1). 
S. 525 (1894); Bd. 49 (10¢ série, 4), S. 743 (1897). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 114 (1901), Bd. XXXV, 8S. 440 


1902), 


Journal of physiology, Bd. 50, 8. 54 (1903). 
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Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung. 
HW. Mittetlung. 


Von 
Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physiclogischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion cugegangen am 12, Mirz 1904.) 


Durch die Arbeiten von Lawrow!) ist die Anschaunng 
Kiihnes?) und seiner Anhiinger tber die Spaltung der Eiweil- 
stoffe durch Pepsin als falsch erwiesen worden. Nach dei 
Theorie Kithnes stellte das Amphopepton das einzige End- 
produkt) der Pepsinverdauung dar. Im Gegensatz Iierzu hat 
Lawrow die Angaben der Schule Hoppe-Seylers, nach 
der die Kiweifstoffe durch das Pepsin unter Bildung kristal- 
linischer Spaltunegsprodukte zersetzt werden. vollkommen 
stiitigen konnen. Von Lawrow wurden aus peptischen Ver- 
dauunestliissigkeiten Leucin, Amidovaleriansiiure, Asparaginsiiure, 
Tetramethylendiamin und Pentamethylendiamin gewonnen. Den 
genannten kristallinischen Korpern wurden durch Salaskin.’ 
Katharina Wowalewski und L. Langstein*) noch Leucin- 
Alanin, Phenylalanin, Glutaminsiure, Tyrosin, Pyrrolidin- 
karbonsiiure, Cystin, Lysin und Oxyphenylathylamin zugefiizt. 
Kinige dieser Substanzen mogen allerdings auch Kunstprodukie 
sein, da zu ihrer Darstellung eine recht eingreifende Methode 
eedient hat. Trotzdem ist durch die Arbeiten der genannten 
Forscher zwetfellos gemacht, dab das Pepsin auf die Eiweil- 


') Diese Zeitschrift, Bd. NNVIL 8S. 513, und Bd. XXXII], S. 312 
2) Beziigheh der Theorien Kiihnes verweisen wir auf Neu- 
meisters Handbuch fiir physiol. Chemie, 2. Aufl. 1897. 
Diese Zeitschrift. Bd. S. 592, und Bd. XXXVI, 5. 567 


4; Hofmetsters Beitriige. Bd. 1. S. 507. und Bd. 2. S. 229. 
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Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung. IIL. 
-toffe viel energischer einwirkt, als sich nach Kiihne annehmen 
fief und das Amphopepton keine absolute Widerstandsfiihigkeit 
segen Pepsin besitzt. 

Nicht weniger unrichtig sind die Angaben Kithnes tiber 
die Spaltung der Eiweibstoffe durch das Trypsin gewesen. Nach 
der Theorie Kiithnes sollte bekannutlich das Eiweii durch das 
“Trypsin in der Weise verdaut werden, dafi aus der Antigruppe 
des EiweiBmolekiils als cinziges Endprodukt ein Pepton entstand, 
das gegen Trypsin absolut) widerstandsfihig war und dem 
daher von Kiithne der Name Antipepton. beigelegt wurde. 
Seinem Gewichte nach muble das Antipepton die Hiilfte des 
zur Verdauung verwandten Etweibes ausmachen. Aus der 
Hemigruppe hingegen, die die zweite Halfte des Eiweibmolektils 
darstellte, ging nach Ktihne Hemipepton hervor, das weiter- 
hin unter der Einwirkung des Trypsins in Leucin, Tyrosin und 
andere kristallinische Substanzen zerfallen kounte. 

Diese Theorie wurde sofort hinfiillig, als Kutscher durch 
vahireiche Versuche nachwies, daB man die EiweiBstoffe durch 
Trypsin deicht und schnell bis zum Verschwinden der Biuret- 
reuktion verdauen kann, sofern man sich nur wirksamer 
Trypsinpréiparate bedient. Zum Uberflu$ sind daun noch dureh 
Kutsecher «reine und allerreinste Antipeplone nach hiihne 
und Siegfried-Balke» dargestellt und untersucht worden. 
Dieselben bestanden in der Hauptsache aus einem Gemenge 
yon Hexonbasen, die durch etwas biuretvebende Substanz ver- 
unreimgt sein konnten, 

Ks liegt uns iibrigens fern, die Verdienste Kiihnes um 
die Verdauungsphysiologie verkieinern zu wollen. Seine Theorien 
liber den Abbau der Eiweibstolfe durch das Pepsin und Trypsin 
eulsprachen genau dem daumaligen Stande der Wissenschatt. 

Nachdem aber unsere Kenntnisse tiber die Wirksamkeit) der 
~ proteolytischen Enzyme weiter fortgeschritten sind, miissen wir 
die Theorien Kithnes aufgeben, wenn wir nicht riickstindig 
werden wollen. Jedenfalls glauben wir der Wissenschatt zur 
Zeit einen Dienst zu leisten, indem wir die Theorien Kiihnes 
bekiimpfen, da dieselben jeden Fortschritt in der Verdauungs- 


physiologie hemmen miissen. Das wird sofort deutlich, wenn 


4 


Kutscher und Lohmann, 


man sich dariiber klar wird, dab die Theorien Kiihnes die 
Ansichten tiber Pepsin- und Trypsinverdauung vollkommen zum 
AbschluB brachten. Denn nach denselben entstand als 
einziges Endprodukt der Pepsinverdauung nur Amphopepton 
und ber der Trypsinverdayung bildeten sich schlieblich nur 
Antipepton, Leucin, Tyrosin und Spuren anderer kristallinischer 
Substanzen.  Weiteren Untersuchungen blieb also hoéchstens 
die Reindarsteltung des Amphopeptons und Antipeptons vorbe- 
halten. Alle andere Arbeit war dagegen bereits scheinbar 
durch WKithne und seme Schiiler geleistet. So sind denn auch 
alle wesentlichen Fortschritte, die in letzter Zeit beziiglich de: 
Pepsin- und ‘Trypsinverdauung erarbeitet) sind, entgegen den 
Theorien Kithnes gemacht worden. Die Versuche aber, diese 
Theorten in modifizierter Form zu halten, konnen wir nicht 
vernde als eliicklich bezeichnen. Denn die Theorien Kiihnes, 
die an sich klar und logisch waren, vertragen keine Modi- 
fikationen, ohne sofort verworren und unlogisch zu werden, 
Sie gestatten vielmehr nur zwei Méelichkeiten, sie sind entweder 
richtio oder faisch. Thre Richtigkeit wird durch die Reindar- 
stellung des gegen Pepsin absolut) widerstandsfihigen Ampho- 
peplons und des gegen Trypsin absolut) widerstandsfihigen 
Antipeplons bewlesen. Doch scheint man es zur Zeit fiir ver- 
lorene Miihe zu hatten, «reinste Ampho-, Hemi- und Anti- 
pepton nach Kiihne» zu gewinnen, denn selbst ein Teil jenci 
Forscher, nach deren Angaben Kiihnes Behauptungen zu Reclit 
bestehen, zieht es vor, Heber die von Lawrow und Kutseher 
von neuem erschlossenen Gebiele abzubauen, anstatt sich mit 
jenen gewil hochst interessanten WKorpern zu beschaftigen. 

Wir wollen nunmehr tabellarisch nebeneinander diejenigen 
kristallinischen Substanzen auffiihren, die man sowohl bei der 
Pepsin- wie der Trypsinverdauung der Eiweifstoffe aufge- 
funden hat. 

Kin Blick aufdie nebenstehende Tabelle(S. 335) zeigt die weit- 
eehende Ahnlichkeit: in der Pepsin- und Trypsinverdauung. Die- 
selbe wird noch auffilliger, wenn man die von Lawrow!) und 


'y Diese Zeitschrift, Bd. S. 312. 
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Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung. 


Emerson?!) erarbeitete Tatsache in Betraeht zieht, entgegen 
der Kithneschen Theorie die Wirkung der proteolytischen 
Knzyme nicht einmal bei der Bildung kristallinischer Spaltungs- 
produkte stehen bleibt. Wir miissen vielmehr einige derselben 
as Zwischenprodukte betrachten, die unter dem Einflusse der 
Euzyme sich noch weiter verindern konnen. Der Beweis hierfiir 
ist zuerst von Lawrow?) erbracht) worden, welcher bei der 
Magenverdauung an Stelle des Arginins Tetramethylendiamin, 
an Stelle des Lysins Pentamethylendiamin auftreten sah. Selbst 
das Tyrosin diirfen wir nach den Angaben von Emerson?) 
uur als Zwischenprodukt betrachten, da aus ihm sowoh!. bei 
der Magen- wie Pankreasverdauung Oxyphenyliithylamin hervor- 
echen kann. Desgleichen wissen wir bereits aus Arbeiten von 
Nenmetster,!) dab auch das Tryptophan bei Kingerwithrender 
Trypisnverdauung yerschwindet, demnach also nicht ein End- 
produkt der Trypsinverdauung ist. 


Bei der Pepsin- Bei der Trypsin- 
verdauuny gefunden verdauung gefunden 
Leucin Leucin 
Leucinimid Leucinimd 
Asparaginsiiure Asparaginsiiure 
Glutannnsiure 
Tyrosin Tyrosin 
Oxyphenylithylamin 
Cystin Cystin 
Lysin Lysin 
Pentaumethyiendiamin Pontamethylendiamin 


Nachdem von Kutscher®) die Bildung und der Bestand 
der Hexonbasen als charakteristisch fiir die Trypsinwirkung er- 
kannt worden, war fiir uns von besonderem Interesse, zu er- 


Hofmeisters Beitriige, Bd. 2. 5. 201 


*) 


', Zeitschrift fiir Biologie, N. F., Bd. 1890, S. 329. 


Die Endprodukte der Trypsinverdauung, Strafburg 1899. 
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fahren, ob dieselben doch nicht schlieBlich in) gleichen 
Weise wie bei der Pepsinverdauung veriindert werden, d. h. in 
Tetra- und Pentamethylendiamin tbergehen. Eine altere Arbeit 
von Werigo?!) multe in diesem Sinne gedeutet werden. Auber- 
dem war kiirzlich durch Magnus-Levy?) in einer Fubnote 
die Angabe gemacht worden, daB in Hofmeisters Laboratoriun 
reichliche Mengen von Pentamethylendiamin bei Pankreas- 
verdauungen gefunden seen. 

Uns stand fiir die Entscheidung dieser Fragen von unserey 
friiheren Versuchen tiber die Endprodukte der Pankreasselbstyer- 
dauungein reichliches und tadelloses Material zur Verfiigung.*) Wir 
mubten, wenn sich ber unseren zitierten Verdauungsversuchen, 
die immer bis zum Verschwinden der biuretreaktion getrieben 
waren, Tetra- und Pentamethylendiamin gebildet hatten, die 
genannten Korper in der Lysinfraktion vortinden.  Beziiglich 
der Methoden, die zur Gewinnung der Lysinfraktion fiihrten., 
verweisen wir auf unsere frtihere Abhandlung.t) Nun haben 
wir des weiteren gezeigt, dab man die Lysinfraktion mit Hilfe 
der Pikrinsiiture aufteilen kann, indem man mit dem genannten 
Reagens nach der Methode von WKossel Pikrate gewinnen kann, 
die auch in siedendem Alkohol unloslich sind und sich durch 
dieses Mittel von alkoholléslichen Pikraten abtrennen lassen. Die 
in Alkohol unlOshche Fraktion der Pikrate wollen wir fol- 
venden als «Lysinfraktion im engeren Sinne », die alkohollOsliche 
Fraktion der Pikrate hingegen als) «Cholinfraktion » bezeichnen. 


Verarbeitung der Lysinfraktion im engeren Sinne., 


Die mit Alkohol ausgekochten Pikrate, die wir bei unseren 
verschiedenen Versuchen erhalten hatten, muBten, sofern bei 
der Pankreasselbstverdauung Tetra- und Pentamethylendiamin 
sich bildet, auch die Pikrate der genannten Basen enthalten. 
Um dieselben vom Lysin  abzutrennen, wurden die gesamten 
alkoholuntoslichen Pikrate vereinigt, in Wasser aufgeschweminl 

Pfligers Archiv, Bd. d1. S. 362. 

Hofmeisters Beitrige, Bd. 2. 8S. 288, Fufnote. 

Diese Zeitschrift, Bd. XNXIN, S. 159. 

' Diese Zeitschrift, Bd. NNXAIX, S. 159. 
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und mit Salzsiiure zersetzt. Die Pikrinsiiure wurde dureh Ather 
entfernt. Die wiisserige Losung der in die Chloride tibergefiihrten 
Basen wurde stark eingeengt. Da sie sich hierbet sehr dunkel 
firbte. wurde sie mit) guter Tierkohle entfirbt und auf dem 
Wasserbade zum Sirup abgedampft. In einem mit Schwefel- 
siure und Kalistiicken beschickten Exsiccator erstarrte der Sirup 
bald zu emer festen Kristallmasse. Naehdem dieselbe Salzsiiure 
an die Umegebuoge nicht mehr abgab, wurde versucht, sie 
nach dem Vorgange von Briewert) durch Alkohol weiter auf- 


yzuteilen. Sie wurde zu diesem ZAweck im Exsiccator mit 


kaltem: absoluten Atkohol tibergossen.?) Nach einigen Stunden 
wurde der Alkohol abgegossen und durch neuen ersetzt. Dieses : 
Verfahren wurde sechsmal wiederholt. Die Alkoholextrakte 
wurden vereingt, der Alkohol verjagt und der nicht) unbe- 
Riickstand mit) Wasser aufgenommen, daraus 
das Penta- und Tetramethylendiamin zu tsolieren, gedachten 
wir die Pikrolonsiure zu benutzen. Dieselbe ist) bekanntlich 
von Knorr und seinen Scehiilern zur Isolierung der Amine 
benutzt worden. Nachdem; neuerlich Steudel*; gezeigt hat. 
Pikrolonsiture mit) Histidin und Areinin, nicht aber mit 
Lysin schwerléshiche Verbindungen liefert, lag es nahe, dic he 
Pikrolonsiiure zur Abtrennung des Penta- und ‘Tetramethylen- 
iamins vom Lysin zu verwenden. Von vornherein sich 
annehmen, es wiirden die beiden Diamine in ahniicher Weise 
wie die Amine reagieren. Das ist nun in) der Tat auch der 
Rall, die beiden genannten Diamine bilden mit’ Pikrolonsiiure 
prachtvoll kristallisierende Verbindungen, die in’ Wasser und | 
Alkohol nae schwer resp. gar nicht léslich sind. Uber diese 
Verbindungen wird demniichst Herr Otort berichten. Danach 
mubte sich die Pikrolonsiiure zur Gewinnune des Tetra- und 
Pentamethylendiamins eignen, 
Wir gingen daher weiter in folgender Weise vor. Aus 
Die Plomaine, Berlin 1885—6. 
Heifer Alkohol liste die ganze Kristallmasse. Hat man nicht 
die Cholinfraktion vorher durch die Pikrate abgetrennt, dann versagt 
auch der kalte Alkohol. a 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIT, S. 219. Me 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XLL 22 
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der wiisserigen Losung der alkoholloslichen Chloride wurde 
zuniichst die Salzsiiture durch Silbersulfat entfernt. Das Filtrat 
vom Chlorsilber wurde durch Schwefelwasserstoff vom Silber. 
durch Barytwasser von der Schwefelsaure und endlich durch, 
Kohlensiiure vom tiberschiissigen Baryt befreit. Auf diese Weise 
wurde eine Losung der kohlensauren Basen erhalten. Dieselbe 
wurde zum Sirup eingeengt and nun langsam mit alkoholischer 
Pikrolonsiiure versetzt, bis das genannte Reagens keine Fiilluny 
mehr erzeugte. Nach 3 Tagen wurde der reichliche Nieder- 
schlag abgesaugt und mit) Alkohol gewaschen, bis der Alkoho! 
nur wenig vefarbt abhief. Das erste Filtrat wurde mit dem 
Waschalkohol vereinigt. Wir wollen die so erhaltene Fliissig- 
keitsmasse als «Filtrat» bezeichnen. 


Verarbeitung des Niederschlages. 

Der Niedersehlag wurde mit heibem Wasser aufgenommen, 
durch liingeres Kochen die Reste des Alkohols, die er enthielt, 
verjagh  Naeh Erkalten) sehied) sich nur geringer 
kristailinischer Niederschlag ab, die Hauptmasse des Ausgangs- 
materids dagegen blieb in Losung, Die ausgeschiedenen Kristialle 
wurden abgesaugt und aus viel siedendem Wasser umkristal- 
lisiert. Sie schieden sich beim langsamen Erkalten des LOsunes- 
mittels glinzenden, gelben, durchsichtigen Oktaedern ab. 
Schon Wristallform unterschied sie von den Pikrolonaten 
des Penta- und Tetramethvlendiamins. Thre weitere Unter- 
suchune ergab, dab sie reichlich Kristallwasser enthielten. Der 
Schinelzpunkt der getrockneten Kristalle mub tiber 308° C. 
heven, denn die kristallwasserfreien bis zur genannten Tempe- 
ratur erhitzten Kristalle firbten sich nur schwarzbraun, ohne 
klar zu schmelzen oder stiirmische Zersetzung zu zeigen. Die 
aufgelihrten Eieenschaften geniigen, um eine Verwechslung mil 
pikrolonsaurem Penta- resp. Tetramethylendiamin auszuschlieben. 
Die Ausbeute an dem schwerléshichen Pikrolonat war sehr ge- 
ring, wir mubten daher vor der Hand Abstand nehmen, es 
genauer zu identifizieren. Eine Stickstoffbestimmung ergab 
gende Werte: 

O1588 ¢ Substanz gaben 29.2 ccm N; T. = 13,5°; B. = 740 mm. 


Daraus berechnen sich 21,34° 0 N. 


| 
| 
| 
4 
i 


. 
Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung. UL. 


Die Hauptmasse der Pikrolonate war, wie bereits 
in Wasser leicht loslich. thre wiisserige LOsung wurde in der 


eesagt, 
Kiilte durch Zugabe von Schwefelsiiure zersetzt. Der grobte 
Teil der Pikrolonsiiure schied sich daraufhin aus und konnte 
durch Filtration entfernt werden. Der in Losung verbliebene 
Rest wurde ausgeiithert. Danaech wurde die Schwefelsiiure 
durch Barvt und der iibersehiissige Baryt) durch WKohlensiiure 
beseitivt. Die so erhaltene Losung der kohlensauren Basen wurde 
zum diinnen Sirup eingeengt. Kim kleiner Teil davon wurde 
mehrfach mit Salzsiiure abgedampft. Im Exsiccator kristatli- 
sierte diese Probe nur schwierig in Jangen Nadeln. die in 
absolutem Alkohol leicht und vollkommen jOsten. Die Hiaupt- 
masse des Sirups wurde nach Kossel mit alkoholischer Pikrin- 
siiure ausgeliillt. Das gewonnene Pikrat lieb sich im Gegensiatz 
zum gewohnlichen Lysinpikrat nicht mit TMerkohle behandeln, 
sondern wurde davon vollkommen zuriickgehallen.  Dagegen 
kristallisierte seine wiisserige LOstng bis auf den letzten Tropfen 
in Kristallen, die dem gewobnlichen Lysinpikrat ins ihrem Ver- 
halten recht dhnlich waren. Auch die Analyse zeigte, daf in 
der ‘Pat ein Lysinpikrat vorlag. Es gab niimlich die Substanz 
toluende Werte: 
Substanz gaben 25.4 com N: T. B. 790 mm. 

Daraus berechnen sich N == 18.76% Lysinpikrat enthilt) 18,67°o N. 

Da aber das Verhalten des Dichlorids so auberordentlich 
von dem gewohnilichen Lysindichlorid, welches  bekanntlich 
nach den Angaben von Drechsel in Athylalkohol 
ich ist, abwich, versuchten wir durch den Schmelzpunkt unseres 
Pikrates weiteren Aufschlub dariiber erhalten, ob der 
Tat ein isomeres Lysin vorlag. Wir benutzten als Kontroll- 
proben zwet verschiedene Lysinpikrate. Das eine derselben 
war aus einem in Alkohol schwerloslichen Lysindichlorid dar- 
gestellt, das aus Gluten-Casein gewonnen war, das zweite 
Priparat riihrte von einem in Alkohol schwerlislichen Lysin- 
dichlorid her, das wir durch Selbstverdauung von Hefe gewonnen 
hatten. Beide Priiparate verhiellen sich im Sehmelzréhrcehen 
vollkommen gleich. Bei langsamem Erhitzen begannen sie gegen 
“15° C. sich zu briiunen, bei 230° C. waren sie schwarz geworden, 
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ohne jedoch deutlich zu schmelzen. Erhitzte man weiter, so ver- 
iinderten sie sich zuniichst scheinbar nicht, explodierten dann 
aber ganz scharf und plotztich mit schwachem Knall bet 252° ©. 
Bei vielfachen Wiederholungen wurde, sofern nur langsam erhitz! 
wurde, stets der gleiche Explosionspunkt gefunden, der sehr 
charakteristisch ist and sich ohne Gefahr im Schmelzrobrceher 
feststellen lel. 

Das aus dem Pikrolonat dargestellte Lysinpikrat verhiell 
sich im Schmelzrohrcehen zuniichst wie die beiden Kontroll- 
proben, es begaun ber 215° C. sich zu briiunen wurde 
schwarz, ohne eigentlich zu schmelzen, Der Expiosions- 
punkt lag aber tiefer, uémlich bei 245°C. Sobald wir mehr 
Material in Hiinden haben, werden wir der Frage, was fiir ein 
Lysin hier vorliegt, durch Oxydationsversuche niihertreten, 
Auber dem gesehilderten Lysin fand sich keine weitere Base 


unter den im Wasser leicht l6shehen Pikrolonaten, 


Verarbeitune des «Filtrates 


Aus dem Filtrat wurde der Alkohol verjagt. Der Riiek- 
stand wurde dann mit Wasser aufgenommen und mit Schwefel- 
siiure stark angesiiuert. Die ausgeschiedene Pikrolonsiure wurde 
abliltriert, derin Losung gebliebene Rest ausgeithert. DieSchwetel- 
siture entfernten wir durch Baryt, den iiberschiissigen Barvt durch 
Kohlensiture. Die Losung der so erhaltenen kohlensauren 
wurde nach Entfirbune mit’ Terkohle mit alkoholischer Pikrin- 
siture gemiih den Angaben von WKossel gefiillt. Die Analyse 
des Pikrates gab Zablen, die fiir Lysinpikrat stimmiten: 

0.1683 © Substanz gaben 28,4 cem N; T. = 15.29: B. = 722.5 mm. 
woraus sich N berechnen; Lysinpikrat enthéll 18.6790 N. 

lm iibrigen verhielt’ sich dieses Pikrat genau wie das 
oben geschilderte: sein Explosionspunkt lag bei 245° C. Andere 
Basen waren in dieser Fraktion ebenfalls nicht vorhanden. 

Man kénnte nun vielleicht noch eimwenden, wir die 
Masse der gesamten Chloride nichtmit Alkoholin geniigender Weise 
extrahiert hiitten. Um dem zu begegnen, haben wir eine Stich- 
probe der in kaltem Alkohol schwerléslichen Chloride in weulg 
Wasser gelést und mit alkoholischer PlatinchloridlGsung unter 
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gleichzeitiger Zugabe von Alkohol gefilll. Nach drei Tagen 
wurden die ausgeschiedenen Kristalle abgesaugt, mit Alkohol 
vewaschen und im Vacuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Sie veriinderten dabet Aussehen, indem sie schon” bet 
Zimmertemperatur ihren Glanz und ihre Durchsichtigkeit) ver- 
lovren. Nachdem sie im Vacuum konstantes Gewieht ange- 
nhommen hatten, wurden sie analysiert. 


O1735 Substanz gaben 0.0589 Pt = 33.99% PL 
Fir 2 HCL: PtCl, bereehnet sich 82,5490 Pt 
C,H,,N,O, - 2 HCl - PtCl, 35.05 %o Pt. 


Die Kristalle muBten also, wenn Lysinplatinat vorlag, im 
Vacuum emen Teil ihres Kristallalkohols verloren haben, dafiir 
sprach die Verinderung ihres Aussehens. Sie wurden daher 
bei Yo® C. zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nunmehr gaben 
Q,1752 Substanz 0.0609 PL=35,16°/0 Pt. Durch einen Zufall 
wurden die be: 95° C. getrockneten WKristalle Hingere Zeit auf 
150° C. erhitzt. Da nach Drechsel') das Lysinplatinat sich 
bei hGheren Temperaturen leicht) zersetzen soll. analysierten 
wir unser Praparat nochmals: 

O2IS7 Substanz gaben jetzt 0.0768 ¢ Pi; O1839 ¢ gaben 8.2 ccm 
&. 742.5 min. 
Berechnet: Gefunden: 
Pit = 35,05°o Pt = 35,12%o 
N : N DOS! 

Nach diesen Erfahrungen scheint das im Vacuum vor- 
vetrocknete Lysinplatinat nicht sehr emplindlich zu sein und 
ohne Zersetzune die Reste des Kristallalkohols, den es) zum 
Teil bereits im Vacuum verlieren kann, bei hoOheren Tempera- 
luren abzugeben. 

Die im vorstchenden aufgefiihrten Analysen zeigten jeden- 
falls, dab die « Lysinfraktion im engeren Sinne» neben geringen 
Mengen einer unbekannten Base nur Lysine, aber keine Tetra- 
ind Pentamethylendiaminenthiell. Wir miissen dahernach unseren 
Versuchen eine verschiedene qualitative Wirkung des Trypsins 
und Pepsins annehmen. Denn gemiifi unseren Versuchen, in 
denen wir betriichtliche Mengen von Bauchspeicheldriisen zur 


Du Bois’ Archiv, physiol. Abteil.. Jalirg. 1891, 5. 256. 
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Verarbeitung brachten, und in denen die Verdauung immer 
bis zum Verschwinden der Biuretreaktion getrieben war, miissen 
wir das Arginin und Lysin als Endprodukte der Trypsin- 
verdauung ansehen, wahrend nach den Versuchen von Lawrow, 
Salaskin etc. die genannten Basen bei der Pepsinverdauung nur 
Durchgangsprodukte sind, 

Die entgegenstehenden Angaben von Werigo erkliiren sich 
wohl dadurch, dai von Werigo nicht immer. lebendfrische 
Bauchspeicheldriisen verarbeitet wurden, eine Vorsichtsmal}- 
revel, die absolut) notwendig ist. Beziiglich der dem Hof- 
meisterschen Laboratorium entstammenden Notiz konnen wir 
ein Urteil nicht abgeben, da in derselben die Versuchsanordnung 
nicht niiher geschildert ist. 

In Ergiinzung der von uns gegebenen Literaturiibersicht *) 
iiber die Einwirkung verschiedener Verdauungssiifte auf das 
Lecithin tragen wir eine Arbeit von Bergell?) nach. Nach 
derselben wird durch Darmsalt das Lecithin leicht und schnell 
unter Bildung von Cholin gespalten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. NAXIX, S. 164/165. 
*) Zentralblatt f. allgem. Pathol. u. pathol, Anatomie, Bd. 12 (1901), 
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Uber die Bildung von Uroxansaure und Allantoin aus Harnsaure. 
Von 
Ernst Edw. Sundwik, Helsingfors. 


Der Kedaktion zugegangen am 17. Marz 


In einem Aufsatz vom Jahre 189% (Uber Uroxansiiure 
und Oxonsiure, Diese Zeitschrift) habe ich gezeigt, dal beim 
Qxydieren von Harnsiiure mit etwa 62°/o Kaliumperman- 
ganat in alkalischer Loésung bis 7O und 80°/o Natrium- 
uroxanat entstehen, oder da LOO Teile Harnsiiure fast 245 
Teilen kristallisierten Natriumuroxanats entsprechen,!) wenn die 
Oxydation in moglichst einfacher Weise zustande kiime, etwa 
ein Drittel der berechneten Menge. — Ich habe auch einige 
Salze dieser Siiure analysiert und die Resultate zur gleichen 
Zeit angegeben. 

Schon frither hatte Claus (Berichte der Deutsch. Chem. 
Ges. VII, 227) gezeigt, dab Harnsiure, in Wasser sus- 
pendiert und mit derselben Menge Kaliumperman- 
ganat (62°/o in LOsung) oxydiert, die theoretische Menge 
Allantoin gab.?)) Nach dem Ansiiuern der entfairbten Oxy- 
dationsmischung mit Essigsiiure bekam er fast reines Allantoin. 
Ich bemerke hierzu, dab sowohl Claus als ich vorausgesetzt 
haben, modeglichst niedrige Temperatur eingehalten wurde. 
Claus siiuerte die vom Permanganat entfirbte Oxydations- 
mischung gleich mit Essigsiiture an; ich dagegen lief einige 
Zeit stehen oder verdampfte gleich zur Kristallisation. 

Diese beiden Befunde wiéren unerkliirlich, wenn ich nicht 
folgende noch bessere Methode zur Darstellung von 
Allantoin gefunden hiitte: 


Natriumuroxanat C.H,Na,N,O, H,0. 
?, Ks entwickelt sich nach Claus CO,, was zu erwarten ist, da 
eine ungeniigende Menge Alkali zugegen ist. 


\ 
is 
i, 


344 Ernst Edw. Sundwik. 


Werden nimliech. ganz wie beim Bereiten von 
Uroxanséure, nach meiner Methode, 100 ¢ Harnsiiure 
zuetwa 21 mit Wasseraufgeschwemmt, durch Natrium- 
hydrathosung zur Losung gebracht und mit einer kalten 
konzentrierten Losunge von 62 ¢ Kaliumpermanganat 
unter Umschiitteln versetzt, so entfirbt sich die Oxv- 
dationsmiscbung sehr bald, héchstens nach etwa einer 
Stunde. Wird diese Misehung mit Essigsiure nach 
raschem Filtrieren angesiiuert und zur Kristallisation 
eingedamplt, so erhilt man fast die theoretische Menge 
Allantoin. Claus hilt viel darauf, die fillrierte Oxvdations- 
mischung sehr bald angesiiuert wiirde, da andernfails Oxalsiiure 
vebildet wiirde und damit ein Verlust an Allantoin eimtrete. 
Bemerken will ich hierzu, eintgemal 12 und mehrere Stunden 
vergingen, ehe ich naeh der Clausschen Methode ein’ farb- 
loses Filtrat bekommen konnte.?) Jedenfalls vollzieht sich diese 
Oxydation sehr jangsam im Vergleich mit der Oxydation in 
alkalischer Losung, meiner Angabe nach. Auch findet) man 
beim Oxydieren nach meiner Methode gar keine, oder doch 
hur Spuren von Oxalsiiure. 

Hier bildet) sich also bet ganz gleicher Oxydation mit 
Permanganat nach Glaus Allantotn, nach metner Angabe 
Uroxansiiure, und habe nachweisen konnen, dab auch 
beim Losen von Harnsiiure in Natriumhydratlosung und daraul- 
folvender Oxvdation ebenfalls Allantoin§ gebildet) wird. Nur 
mui man, sowohl nach Claus als nach meiner Methode, 
gleich das entliirbte Filtrat) mit) Essigsiiure ansituern, dann 
notigenfails zur Wristallisation verdampfen. Auch beim Neutra- 
lisieren) der oxydierten Losung meiner Methode  entsprechend 
mit Salzsiture und Einengen bekemmt man Ailantoin, doch, wie 
es scheint, weniger, 

Diese Bildung von zwei Stolfen kann. meiner Ansicti! 
nach, nur so erklirt werden, daf man die Bildung eines inter- 
mediiiren Produkts annimmt, welehes dann bet der 


') Vielmal war der erhaltene Riickstand rot geffirbt nach den 


Verdampfen der Losung. 
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mit Essigsdure in anderer Weise zerfiillt, als beim Behandeln 
mit Alkail, d. h.: beim Stehen der alkalischen Losung, bezw. 
beim Verdunsten derselben in der Hitze. leh denke mir den 
Vorgang wie folgt: 


NH — CO 
/ | NH — CO 
CO (. — NH | 
SCO H+ OH O = CO ¢- On NH. 
NH — C — NH CO 
ane NH — C- GH — NH 


Harnsiiure 
Intermediires Produkt. 


Dieses Zwischenprodukt gibt beim Stehen in alkalischer 
Losung, bezw. beim Verdampfen der Losung zur Kristallisation, 
in Uroxansadure iiber: 

NH — CO 
CO. — OH — NH 

‘NH — G — OH — NH 


Intermedidéres Produkt 


NH, COONa 
>CO Na - OH = CO. C-OH— NH 
~ 
NH —C- OH—NH 


Uroxansiiure 


CO 


und beim Ansiuern, d. h. beim Neutralisieren des freien Al- 
kalis durch Saure Allantoin 


— CO 


NH, 
CO (8 — / 
SCO CO. CO — NH. 
NH — OH — NH 
NH — CH — NH 
Allantoin 


oder: H-OH tritt ein, scheidet CO, aus und gibt ein Atom H 
an NH, wodurch -~NH, entsteht. Das zweite H-Atom  lagert 
sich an CG. OH, wodurch CH. OH entsteht. Nun scheidet sich 
aus und Allantoin ist gebildet. 

Die oben angegebene Formel der Uroxansiiure ist. wie 
ich spitter gefunden habe. schon von Medicus im Jahre 18753) 
unier anderen als moéglich aufgestellt. Mir scheint dieselbe 
ganz cinfach durch diese Reaktion sich von der Harnsiiure ab- 
leiten za lassen. Die von Streeker und Kolbe aufvestellten 
scheinen ketner Diskussion wert. 


' Ann. 175. S. 244. Hier findet man verschiedene Formeln nach 
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Fur diejenigen, welchen die Bildung von Allantoin auf 
diese Weise zu kompliziert erscheint, will ich zum Vergleich 
die Bildung von Glyoxalylharnstoff aus Uroxansadure anfiihren, 
da diese in ganz gleicher Weise sich vollziehen muh: nur 
spaltet sich Harnstoff ab neben Kohlensiure: 


NH, CO-OH 


/NH, CH - OH — NH 
NH—C — OH — NH ‘NH, CO —— NH’ 
Uroxansiiure Glyoxalylharnstoff, 


Die Bildung von Oxonsiure und alier tibrigen Derivate 
kann sich in analoger Weise von dieser Formel leicht ableiten, 
Dieser Siiure hat Medicus (1. eit.) die folgende Forme! 
gsegeben 

——(C- OH — NH 
SCO, 
\ / 
NH — C- OH — NH 


Oxonsiiure 


CGO 


welche einfach und als die einzig moégliche erscheint. 

Die Uroxansiiure ist eine ziemlich «starke» Saure. Das 
neutralreagierende Natriumsalz kann aus mit Essigsiiture an- 
gesiiuerter Losung unveriindert auskristallisiert werden, d. h., 
in den charakteristischen sechsseitigen, in emer Richtung ats- 
gezogenen Platten.!) Dies deutet auf eine Karboxylsiiure hin. 
Durch Salzsiiure scheidet sich die schwerlésliche Siiure ab, dic 
ebenfalls neutral reagiert. Es ist aber dies eine Eigenschatt, 
welche Amin- und einigen Amidosiiuren zukommt. 

Schlieblich noch eine Bemerkung. Dah die Bildung von 
Allantoin eine fast quantitative, die Bildung von Uroxansiiure 
dagegen unter betriichtliichem Verlust stattfindet, deutet darauf, 
dab diese unter teilweisem sekundiren Zerfall des intermediiren 
KOrpers sich bildet. Es sind auch solehe Produkte leicht nachzu- 
weisch: Spuren von Ameisensiiure und Oxalsdure, Glyoxalyiharn- 
stoff ( Allanturséure) and Silber als Spiegel in ammoniakalischer 
Losung reduzierende Stoffe (Glyoxylsiiure wahrscheinlich) usw. 


Nach lingerer Einwirkung von Essigsiiure tritt doch Zer- 


setzung ei. Es bildet sich saures Salz. 
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Die Methode zur Darstellung von Uroxansiiure 
kann ich also vollig empfehlen. Auch diejenige zur Dar- 
stellung von Allantoin: 100 ¢ Harnsiiure, in etwa_ 1,50 
bis 2,00 1 Wasser suspendiert, werden nach der Losung durch 
kleinere Portionen Natronlauge mit 62 ¢ Kaliumpermanganat 
in konzentrierter Losung (oder in Pulver, doch dann in’ nur 
kleinen Portionen) unter Umschiittelung zugefiigt. Ist die LOsung 
entfiirbt, was man durch eine abfiltrierte kleine Probe erkennen 
kann, dann wird abfiltriert, die LOsung mit Essigsiiure ange- 
-iiuert und zur Kristallisation eingeengt. Die ziemlich sehwer- 
ljshehe Substanz scheidet sich in) den gewOhnlichen mono- 
klinischen Prismen ab. 
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Uber das Erepsin. 
1 Von 
Dr. M. Nakayama. 


(Aus dem mediziniseh-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto. 
(Der Redaktion zugegangen am 1s, Marz 190%.) 


Die Untersuchungen Cohnheims!) ergaben, dab im Pret)- 
safte aus der Schleimhaut des Duinndarms vom Hunde und von 
der Katze ein hochst merkwirdiger Korper vorkommt, der gar 
keine verdauende Wirkung auf die genuinen Eiweibstolfe aus- 
bl, dagegen die Peptone kristallisierende Produkte, wie 
Leucin, Tyrosin, Arginin und Histidin ete., umzuwandeln ver- 
mag, und den Cohnheitm Erepsin eenannt hat. Die 
deckung des Erepsins ist fiir die Verdauung und die Resorption 
des Eiweibes von groBer Bedeutung; denn sie macht die An- 
sicht, dali das Verschwinden der Peptone jenseits des Darm: 
auf die direkte Ritekbildung von Eiweib zu beztehen ist, hin- 
fille und es mub vielmehr angenommen werden, dab bei der 
Resorption der Peptone im Diinndarme ei volliger Zerfal. 
derselben und ein Aufbau des Eiweibes aus Zerfallsprodukten 
statihaben konnen. 

Die Autoren, welche die Aneaben Cohnheims der Nacti- 
priifung unterzogen hatten, stimmen darin tiberein, dab der 
Darmsaft resp. der Darmauszug spaltend auf die Peptone ein- 
wirkt: dagegen tiber die Frage, ob diese peptonspaltende 
Wirkung einem spezifischen) Enzym, Erepsin, zukommi 
oder dem an der Darmwand anhaltenden Trypsin zuzuschreiben 
ist. vehen die Ansichten ziemlich weit auseinander. 

S. Salaskin?) mischte Amphopepton oder Deuteroalbu- 
mnosen omit reinem Darmsaft von Hunden und digerierte di 
Giemische bet schwach alkalischer Reaktion in Gegenwart vou 

Diese Zeitschrift, Bd. XXNUL S. 454. 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, S. 419. 
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Thymol und Chloroform 24 bis 68 Stunden im Brutsehrank, 
ir konnte nun mit Sicherheit Leucin und Tyrosin unter den 
Digestionsprodukten nachweisen, 

Lumbert') zeigte, da} das Erepsin nicht allein Peptone 
zeriegt, sondern auch das koagulierte EKiereiweii angreift. Dab 
aber die letztere Wirkung sehr unbedeutend ist, geht aus der 
folyenden Angabe von Lambert hervor: «Cette attaque n'est 
pas appréciable de visu, mais se manifeste par Papparition, 
dans le liquide, de substances donnant une reaction du biuret 
pou intense, mais nette 

N. Sieber und C. Schoumoff-Simonowski?) studierten 
die Einwirkung des Erepsins und des reinen Darmsaftes von 
Hunden auf Toxine und Abrin und kamen zu dem Schlub, dati 
das Erepsin und der Darmsatt kaum imstande sind, Abrin und 
Telanustoxin zu zerstoren, wihrend dieselben mehr oder weniger 
abschwiichend auf das Diphtherietoxin cinwirken. Wenn wir 
auch wert davon entfernt sind, auf Grund dieser Beobachtungen 
das Diphtherietoxin init Deuteroalbumosen oder Peptonen fir 
identisch zu halten, so laiBt sich doch annehmen, dab bezug 
aul die chemische Koustitution das erstere eine gewisse Ahn- 
ichkeitl mit den letzteren beiden Stoffen besitzt. 

Bei Gelegenheit der Untersuchung tiber die Verdauungs- 
vorgiingeim Diinndarme beobachteten SeemannundKutscher?) 
daly ein proteolytisches Enzvym normalerweise von der Darm- 
-chleimhaut abgesondert wird, das dem Cohnheimschen Erepsin 
sehr iihnlich ist. Da aber die Wirksamkeit) des Enzyms_ so 
schwaeh ist, dab man einen wesentlichen Einflub auf die nor- 
inule Verdauung thm nicht zuschreiben kann, so glauben die 
genannten Forscher behaupten zu diirfen, dab der Darmesatt 
ein schwaches tryptisches Enzyim enthilt, welches nur die Auf- 
vibe habe, die der Trvpsinwirkung entgangenen Reste der 
hLiweibkorper vollstindig autzuspalten. 

Im Gegensatz zur Beobachtung Cohnheims  erhoben 


1} Compt. rend. des séances de la Société de Biologie. Tome LY, 
p. 419. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. NNXVI, S. 244. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. S. 432. 
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Embden und Knoop!) den befund, dab «in der tiberlebenden 
Darmwand weder eine Riickbildung von koagulablem Eiweil} 
aus Albumosen und Peptonen noch eine Spaltung von Albu- 
mosen und Peptonen in nicht mehr die Biuretreaktion gebende 
Produkte» stattfindet. 

Der oben erwihnten Beobachtung von Seemann und 
Kutscher gegeniiber zeigte Cohnheim,?) dab im lebenden 
Korper die Wirkung des Erepsins der des Trypsins keinesfalls 
nachsteht, indem trotz des vollstiindigen oder nahezu_ voll- 
stiindigen Mangels an Trypsin «eine sehr reichliche fiir den Be- 
darf der Tiere vollig geniigende Resorption, also Spaltung 
des Pepsinpeptons in Darmschlingen stattfindet. Auf die wider- 
sprechenden Ergebnisse von Embden und Knoop geht Cohn- 
heim nicht besonders ein, 

Sehr beachtenswert sind endlich die Versuche von Wein- 
hand,®) die mit dem aus der Darmschleimhaut des Schweins 
isveprebten Salte angestellt wurden. Weinland lieb die 
Darmextrakte auf die aus Wittepepton durch Ausfiillen mit 
“7inksulfat erhaltenen Peptone ber 37° C. einwirken und beob- 
achtete dabet, dab die Peptone allmiéhlich in Produkte iiber- 
eefilhrt wurden, die die Biuretreaklion nicht mehr gaben. Dat 
aber hier die Zerlegung der Peptone auberst langsam — vie! 
langsamer als ber Versuchen mit dem Hundeerepsin — erfolzte. 
ersieht man aus der folgenden Mitteilung von Weinland: 

Die Intensitit der Binretreaktion nahm dabei den ersten 
Stunden schneller, dann nur langsam ab, sie allen 
Versuchen, die ich anstellle, nach 8 Tagen meist nur noch 
schwach bezw. sehr schwach auftrat. Es war also in 3 Tagen 
durch eem nicht mit Wasser verdtinnten Prefsaft etwa 
Pepton im cinfachere Spaltungsprodukte zerlegt. Nach 
liingerer’ Einwirkung, z. B. von 14 Tagen, erhielt ich  stets 
keine) Biuretreaktion in’ dem Gemisch.»  Weinland stellte 
ferner fest, dab die peptonspaltende Wirkung der Darmextrakte 
vom Sehweine durch Zusatz von Soda deutlich verlangsamt wird. 


') Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 38, 5. 120. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 19. 
Zeitschrift Biol. neue Folge, Bd. 27, S. 292. 
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Bei dieser Sachlage erscheint mir sehr wiinschenswert, 
die Fragen zu entscheiden: 

Ob das Erepsin spezifisches Enzvm ist? Ob das 
Mrepsin in der Schleimhaut des Ditnndarms von Ptlanzenfressern 
vorkommt? Dazu mogen die unten beschriebenen Versuche 
einen Beitrag hefern. 


I. Uber die Spaltung der Nucleinsiiuren durch das Erepsin. 

Es legen bereits eine Reihe von Untersuchungen vor. 
welche sich auf die enzymatische Zersetzung der Nucleinstofle 
resp. der Nucleinsiiuren beziehen. Unter diesen Untersuchungen 
kommt zuerst diejenige von Araki!) in Betracht. Araki 
unterzog unter der Leitung A. Kossels die Wirkung von einigen 
proteolytischen Enzymen auf das a-thymusnucleinsaure Natron 
einer systematischen Untersuchung und fand, das Trypsin 
und das Erepsin imstande sind, die gelatinierende a-Thymus- 
nucleinsiiure in die leichter !6sliche b-Form umzuwandeln, 

Dagegen sprach Lwanoff?) den proteolytischen Enzymen 
die nucleinsiiurespaltende Wirkung ganz ab und kam zur Uber- 
dab die Spaltung der Thyimusnucleinsiure nur dureh 
ein besonderes Enzym bewirkt wird, das er in Schimmelpilzen 
gefunden und als Nuclease bezeichnet hatte. 

Vor kurzem machte Plenge®) die sehr wichtige Mit- 
dab das a-thymusnucleinsaure Natron cinen vortretf- 
lichen festen Niihrboden fiir Mikroorganismen bildet, und dab 
es vewisse Mikroorganismen gibt, die das a-nucleinsaure Natron 
zu vertliissigen vermogen. Da nun «die Fihigkeit der Mikro- 
organismen, Gelatine oder das a-nucleinsaure Natron zu ver- 
ltissiven, nicht immer parallel» geht, so glaubte Plenge an- 
zu diirfen, dab «in vielen Fiillen wahrscheinlich ein 
vesonderes auf Nucleinsiiure abgestimmetes Enzym> vorhanden ist. 

Bevor ich zur Schilderung der von mir erhaltenen Resultate 
ibervehe, ist es zweckmiibig, um Wiederholungen zu vermeiden, 
cluive Worte tiber die Darstellung der Nucleinsiiuren und der 
vorauszuschicken. 


'y Zeitschrift. Bd. XXXVI, S. &4. 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, S. 31. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 190, 
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Die a-Nucleinsiiuren wurden nach der Vorschrift von 
Neumann?) dargestellt. Zu den Versuchen verwendete ich 
stets das Natriumsalz. 

Was die Darstellung des Erepsins anbetrifft, so betolete 
ich genau die Angaben von Cohnheim. Der Diinndarm yon 
Hunden, die sich voller Verdauung befanden, wurde  auf- 
geschlitzt, griindlich mit Wasser abgespiilt und die Schleimbiut 
mit einem scharfkantigen Glasstiick abgeschabt. Die abgeschabte 
Schleimhaut wurde mit feinem Sand zerrieben und mit der 
Ringersehen Losung unter Zusatz von Chloroform und Toluo! 
extralnert. 2 Teile des Auszugs wurden mit 3 Teilen gesiittigter 
Ammonsulfath6sung versetzt, der abfiltrierte und in Wasser sus- 
pendierte Niedersehlag durch Dialyse vom Ammonsulfat befreil 
und wieder filtriert. Das so bereitete Fillrat erwies sich stets 
als sehr wirksam., 

Hier sei gleich bemerkt, dah die von mir bereitete Erepsin- 
iGsung vollkommen fret von der direkt durch Magnesiamischung 
fillbaren Phosphorsiiure war. Zur Bestimmung der Phosphor- 
siiure nahm ich eine bestimmte Menge von verfliissigtem nuclein- 
snuren Natron heraus, verdiinnte stark mit Wasser und ver- 
<etzte mit’ Magnesiumischune. Der entstandene Niederschlag yon 
phosphorsaurer Ammoniakmagnesia wurde tblicher Weise 
behandelt und als pyrophosphorsaure Magnesia gewogen. 


A. Versuche mit der Darmnuclethnsiure. 


Araki?) war der erste, der die Nucleinsiiure aus der 
Darmschleimhaut des Rindes darstellte und analysierte, Nach 
den Angaben von Araki ist die Darmnacleinsiiure der a-Thymus- 
nucleinsiiure sehr déhntich und liefert ber Hydrolyse mit Schwetel- 
siiure Liivulinsiure. 

Prof. K. Inouye) beschiiftigte sich mit der Frage nach 
der Art der Purinbasen und der Pyrimidinbasen, die bei der 
Zersetzunge der Darmnucleinsiiure entstehen, und es gelang 


Archiv f. Physiol. u. Anatom., physiol. Abt. 1898, 3. 374, und 
[899, Suppl-Bd., S. 552. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, 5. 98. 
Noch nicht ver6ffentlichte Versuche. 


le 
“4 


Uber das Krepsin, 303 


iim bisher, Adenin, Thymin und Cytosin mit Sicherheit) nach- 
yuweisen. Uber die Zusammensetzung und die Spaltung der 
Darmnucleinsiiure wird bald ausfithrlich von Prof. K. Inouye 
herichtet werden. 

Versueh 1. 

Kine Gallerte, welche aus 0.5 ¢ darmnucleinsauren Natrons 
und cem Wasser bestand, wurde mit com Erepsinidsung 
versetzt und bet Gegenwart von Toluol und Chloroform im 
Brutofen digeriert. Da nun nach t2stiindigem Stehenlassen 
keine bemerkbare Veriinderung eintrat, so wurde die Gallerte 
mittels emes dicken durch Glihen gereinigten Platindrahtes 
mit’ der Erepsinlésung durchgemischt und wieder in den 
Brutsehrank gestellt. Nach 3tigiger Digestion war fast voll- 
stiindige Verfliissigung vorhanden, einen Tag spiiter war die 
Losung eine vollstiindige. Diese Losung gab nach der Ent- 
fernune der unzersetzt gebliebenen Darmnucleinsiiuren nach 
dem Verfahren von Araki!) einen voluminésen Niederschlag 
init elmer ammoniakalischen Silberl6sung. 

Versuch 2. 

Dieser Versuch wurde angestellt, um Aufschlub iiber die 
Abspaltung von Phosphorsiaiure aus der Darmnucleinsiiure durch 
Krepsinwirkung zu erhalten, | 

darmnucleinsauren Natrons wurden in 15 cem sieden- 
den Wassers gelost, nach dem Erkalten mit 15 cem Erepsiniésung 
versetzt, gut durchgemischt und unter Zusatz von Toluol und 
Chloroform im Brutofen digeriert. 

Nach 24 Stunden wurden 5 cem von der LOsung herausgenommen 
und zur Bestimmung der Phosphorsiiure verwendet. Es wurden gefunden : 
0.0161 ¢ Mg,P.O., entsprechend 0,0103 P.O... 

Nach 48 Stunden wurden 5 cem der Léosung auf Phosphorsiiure 
verarbeitet. Es wurden erhalten: 0,0200 ¢ Mg,P,0., entsprechend 
0.0128 ¢ P.O.. 

Nach 72 Stunden wurden 5 cem der Lésung auf Phosphorsiiure 
verarbeitet. Es wurden gefundén: 0.0213 ¢ Mg,P,0., entsprechend 
0.0136 g¢ P,O.. 

Nach 96 Stunden wurden in 5 com der Losung gefunden. 0,0221 ¢ 
Mg,P,O., entsprechend 0,0141 g¢ P,O.. 


a. a. O., S. 92. 
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Nach 120 Stunden wurden in 6 ccm der Lisung gefunden: 0,0226 ¢ 
Mg, P,0,, entsprechend 0,0144 ¢ P,O,. 

Die Versuchsergebnisse sind der bequemeren Ubersicht- 
lichkeit halber in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 


verwendete 
der Me.P.O. | be- 
Losung 
Digestion rechnete P,O; 
in ecem in g in g 
24 Stunden 0.0161 0,0103 
48 > 5 0.0200 0.0128 
0.0213 V.0156 
W > 0,0221 00144 
120» 0.0226 0.0144 


Versuch 3. 


Dieser Versuch wurde zu gleichem Zweck angestellt, wie 
Versuch 2. 


1 g darmnucleinsauren Natrons in 4 


40 siedenden 
Wassers gelost, nach volligem Erkalten mit 10 cem = Erepsin- 
losung versetzt und im Brutofen digeriert. 

Nach 24 Stunden wurden 10 ccm von der Lésung herausgenommen 
und auf Phosphorsiiure verarbeitet. Gefunden: 00081 ¢ Mg,P,0., ent- 
sprechend 0.0052 ¢ P,O.. 

Nach 2 Tagen wurden in 10 ecem der Lésung gefunden: 0,0163 ¢ 
Mg,P.O,, entsprechend 0,0104 g¢ P,O.. 

Nach 4 Tagen wurden aus 10 cem der Lésung erhalten: 0,0280 g 
Mg,P.0O., entsprechend 0,0147 ¢ P,O,. 

Nach 6 Tagen wurden aus 10 cem der Lésung erhalten: 0.0276 
Mg,P,0,, entsprechend 0,0176 g P,O.. 

Die Resultate der einzelnen Analysen sind neben- 
stehender Tabelle zusammengestelit. 

Aus den obigen Versuchen ergibt sich zuniichst, dab da- 
Erepsin befiihigt ist, die Darmnucleinsiure unter Bildung von 
Phosphorsiiure und Nucleinbasen zu spalten. Die Geschwindig- 
keit, mit welcher das Erepsin spaltend auf die Darmnuclein- 
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siure wirkt, wiichst anfangs rapide und = sie ist am 1. oder 
)» Tage am grobten. Vom 3. Tage ab labt aber die genannte 
Wirkung des Erepsins allmiithlich nach. Es scheint) mit) zu- 
nehmendem Erepsingehalt die Spaltung der Darmnucleinsiiure 
wenigslens in einem gewissen Grade beschleunigt zu werden; 
denn die absolute Menge der in der Zeiteinheit) abgespaltenen 
Phosphorsiiure betrug beim Versuche 3 viel weniger als beim 
Versuche 2, wo der Gehalt der L6sung an Erepsin verhiiltnis- 
nuibig grober war. 


Tabelle If. 


Zur Analyse} Aus der 
Dauer (ofundene 
verwendete 
der Ve Po. Mg,P,O, be- 
Digestion rechnete PLO, 
in cem in g in g 
24 Stunden 10 0.008 | 0.0052 
2 Tage 10) 0.0163 0.0104 
>» 10 0.0230 0.0147 
6 10 0.0276 


b. Versuche mit der a-Thymusnucleinsaure. 


Versuch 1. 


0.3 a-thymusnucleinsaures Natron wurden in 3) cem 


sicdenden Wassers gelOst, nach dem Erkalten mit com Erepsin- 
sung versetzt und dann unter Zusatz von Toluol und Chloro- 
form in den Brutschrank gestellt. Nach 12stiindiger Digestion 
war keine Veriinderung wahrzunehmen: es wurde die gelatindse 
Masse mittels eines dicken Platindrahtes gut mit der Schicht 
der Erepsinlésung durchgeriseht und wieder bei 38° C. digeriert. 
Nach 3 Tagen fast vollstiindige Vertliissigung, 2 Tage spiiter 
war alles verfliissigt. Die verfliissigte Masse wurde von den 
unzersetzt gebliebenen Nucleinsiiuren befreit, stark konzentriert 
und mit einer ammoniakalischen Silberl6sung versetzt; es ent- 
stand ein voluminéser Niederschlag. 
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Versuch 2, 

0.5 g thymusnucleinsauren Natrons wurden 15) ccm 
siedendem Wasser gelést, nach Erkalten mit) 15 com 
Erepsinlésung versetzt und unter Zusatz von Toluol und Chloro- 
form im Brutofen digeriert. Alle 24 Stunden wurden 5 ecm 
von der Losung herausgenommen und auf Phosphorsiiure ver- 
arbeitet. Die erhaltenen Resultate sind folgender Tabelle 
zusummenvestellt. 


Tabelle UL. 


Zur Analvse Aus der 
Dauer Gefundene eefundenen 
verwendete © 
der Mg,P,0, be- 
Losung 
Digestion rechnete 
in cem in ¢ in g 
24 Stunden D 0.0097 0.0062 
2 Tave D O.OL71 0.0109 
5) 0.0245 0.0156 
5 0.0260 0.0166 


Aus den obigen Versuchen ergibt sich, dab das Erepsin 
die Vertliissigung der a-Thymusnuleinsiiure bewirkt und dab 
dabei die letztere eine Spaltung erfahrt.  Zieht man nun die 
absylute Menge der abgespaltenen Phosphorsiiure in Betrachi, 
so ergibt sich, dab die Geschwindigkeit der spaltenden 
Erepsinwirkung sich gegen die a-Thymusnucleinsiaure 
ganz ebenso verhilt wie gegen die Darmnucleinsiiure. 


C. Versuche mit der Nucleinsiiure aus Rindermi!z. 


Levene?!) unterwarf die Milznucleinsiiure der Hydrolyse 
und fand, dab die Zersetzung hier auch unter Bildung you 
Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin zustandekommt. Es ge- 
lang ihm aber nicht, die Liivulinsiiture unter den Zersetzunzs- 
produkten ausfindig zu machen, obwohl er genau nach det 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 402. 
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Vorschrift von Kossel und Neumann verfuhr, ein Befund, 
der mit Angaben von K. Inouye?) in direktem Widerspruch steht. 

Wie die nachstehenden Versuche zeigen, iibt das Erepsin 
die gleiche Wirkung auf die Milznucleinsiiure aus, wie auf die 
bereits geschilderten Nucleinsiiuren, 

Versuch 

Kine Gallerte, welche aus 0.5 ¢ milznucleinsauren Natrons 
und 5 cem Wasser bestand, wurde mit 5 com Erepsinlésung 
eul durchgemischt und unter Zusatz von Chloroform und Toluol 
im Brutschrank digeriert. Nach 6tigiger Digestion war voll- 
-Uindige Vertltissigung eingetreten. Die vertliissigte Masse wurde 
nach dem bereits beschriebenen Verfahren von unzersetzl 
eebliebenen Nucleinsiiuren befreit und auf dem Wasserbade 
Der Zusatz Silber- 
lisung zur eingeengten Fliissigkeit, erzecugte einen volumindsen 
Niederschliag. 


elngeengt. von emer ammoniakalischen 


Versuch 2. 

0.5 @ milznucleinsaures Natron wurden in 15 cem sie- 
denden Wassers gelost, nach dem Erkalten mit 15 cem Erepsin- 
losung versetzt und bei Gegenwart von Toluol und Chloroform 
in Bratschrank digeriert. Alle 2% Stunden wurden 5 cem von 
der Losung herausgenommen und auf Phosphorsiiure verarbeitet, 
Hie gewonnenen Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 
vestellt. 

Tabelle LV. 


Zur Analvsel ¢ Aus der 
Dauer ; (refundene 
verwendete gefundenen 
der Mc. P.O. Mg,P,O, be- 
Osunyg 
Digestion rechnete 
in cem in in ¢ 
24 Stunden 0.0026 
2 Tage D 0.0062 0.0040 
a ) 0.0068 0.0043 


Miindliche Mitteiuane. 
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D. Versuche mit der Nucleinsiiure aus den 
Spermatozoen des Hamo (Muraenosox cinereus Forsk). 


K. Inouye stellte zuerst’ eine Nucleinsiiure aus den 
Spermatozoen des Hamo (Muraenosox cinereus Forsk) dar, 
welche ihren Eigenschaften nach der Thymusnucleinsiiure sehr 
nahe zu kommen scheint. Es schien uns daher von Interesse. 
die Wirkung des Erepsins auf die Hamonucleinsiiure der Unter- 
suchung zu unterziechen. Herr Prof. kK. Inouye hatte mir das 
Material freundlichst zur Verfiigune gestellt, welches 
genau nach der Methode von Neumann bereitet: war. 

Versuch 

Kine gelatindse Masse, welche aus 0.9 @ hamonuclein- 
sauren Natrons und 5 com Wasser bestand, wurde mit 5 cem 
Krepsini6sung versetzt und unter Zusatz von Chloroform und 
Toluol im Brutofen digeriert. Da nach 2% Stunden keine Ver- 
inderung zu bemerken war, so wurde die Callerte mit Hilfe 
von einem dicken durch Gliihen vereinigten Platindraht 
mit der Erepsiniésung durchgemischt und wieder in den Brut- 
ofen gestellt. Die vollstiindige Auflosung der Gallerte erfolete 
erst nach 7tiigiver Digestion. Die Fliissiekeit, die von den 
unzersetzt geblicbenen Nucleinsiiuren befreit war, gab bei Zusatz 
von emer ammoniakalischen Silberl6sung emen  yoluminosen 
Niedersehlag. 

Versuch 2. 

O.5 hamonucleinsauren Natrons wurden in 15 eem heiben 
Wassers gelost, nach dem Erkalten mit 15 com Hrepsiniosung 
versetzt und unter Zusatz von Toluol und Chloroform im Brut- 
schrank digeriert. Alle 4 Tage wurden 5 ccm von der digerierten 
Losung herausgenommen und zur Bestimmung der Phosphor- 
siiure verwendet. Die erhaltenen Resultate sind neben- 
stehender Tabelle zusammengestellt, 

Der Versuch 1 zeigt unzweideutig, dab bet der Digestion 
mit dem Erepsin die Hamonuclemsiiure in leichter lésliche Ver- 
bindungen tibergeht. Aus dem Versueh 2 labt sich sehtieben, 
dab die durch das Erepsin bewirkte Losung der Hamonucleinsaure 
auch von einer Abspaltung der Phosphorsiiure begleitet wird. 
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Tabelle V. 


Zur Analyse Aus der 
Dauer vefundenen 
der Me P.O. be- 
JOSUNE 
Divestion rechnete PLO 
in cem Ino In 
t Tage ER 


Vereleicht man nun die gveschilderten Versuchsergebnisse. 
diese in allen Beziehungen sehr gut miteinander 
iiberem: es zeigt sich, dab die Nueleinsiiuren, welche der Unter- 
suchung unterworfen waren, cine Abspattung 
ber der Digestion mit Erepsin erfahren. Somit ist der 
beweis daltir erbracht, dab es mindestens ein proteolytisches 
gibt, welches die Fihigkeit) besitzt, bei der schwach 
alkalischen Reaktion den Abbau der Nucteinsiiuren herbeizutiihren, 
Auf Grund dieser Tatsache kann ich nicht eanz L. lwanoff! 
beistinmen, wenn er behauplet, dab «das nucleinspaltende Enzym 


mit dem proteolvtischen Enzyme nicht identiseh ist 


Versuch 1. 

diesen Versuch bediente ich mich emes von EK. Merk 
bezogenen Trypsins, welches sich bei der Fibrinverdauung als 
sehr wirksam erwiesen hatte. 

Die velatindse Masse, welche aus 0.5 nueleinsauren 


Natrons, aus Spermatozocn des Hameo und 5 ccm Wasser 


bestand, wurde mit O05 ¢ Trypsin und 5 com 0,5 prozentiger 
Sodalosunge ber Gegenwart von Toluol und Chioroform im 
Drutschrank digeriert. Nach tiviger Digestion war nur ein 
Kleiner Teil von der gelatinosen Masse vertliissiet. 
Versueh 2. 
Fi diesen Versuch fand eine nach der Angabe von 


M. Jacoby?) dargestellte Trypsiniésung Anwendimne. 


‘) Diese Zeitschrift. Bd. NAN. S. 130, 
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0.5 hamonucleinsauren Natrons wurden ind cem siedender 
Wasser velést, nach dem Erkalten mit 5 cem Trypsinl6sung ver- 
setzt und dann in gleicher Weise behandelt, wie beim Versuch. {. 
selbst nach létigiger Digestion war keine Veriénderung 
beobachten. 

Versuch 3. 

O95 hamonucleinsauren Natrons wurden mo cem 
heifen Wassers gelost, nach dem Erkalten mit 0,5 ¢ Trypsin 
(von KE. Merk) und 20 cem 0,5 prozentiger Sodalosune versetz! 
und in iiblicher Weise behandelt. Nach 9 tigiger Digestion war 
die Abspaltung der Phosphorsiiure nicht mit Sicherheit nach- 
ZzUWeIsSen, 

Die Versuche lehren, dai das Trypsin nicht im- 
stande ist, eine Uelgreifende Spaltung der 
uucleinsiture Zu dem @leichen Er- 
vebnisse fiihrten auch die Versuche, welehe mit den 
ibrigen Nucleinsiuren anegestelit wurden. Es) kann 
also kein Zwetfel dariiber bestehen, dab bezitglich der 
Wirkung aufdie Nucleinsiiuren ein prinzipieller Unter- 
schied zwischen Erepsin und Trypsin vorhanden ist. 

Zieht man auber diesem Befunde die von Cobn- 
heim festeesteliten Tatsachen in dab hin- 
stehthieh der Failluneserenze mit Ammonsulfat und 
der vernichtenden Pemperatur das Erepsin nicht un- 
erhebliche Abwetchung vom Trypsin zetet. so ist man 
wohl zu dem Schlub berechtigt, dab die tn Rede 
stehenden Enzyme zwei ganz verschiedene Verbin- 
dungen sind, welche itihnliche Wirkungen auf die 


Peptone ausiiben., 


Il. Uber das Vorkommen eines peptonspaltenden Enzyms in der 
Schleimhaut des Dinndarms von Pilanzenfressern. 


A. Versuche mit dem Diinndarme von Rindern. 


Der Diinndarm wurde ftriseh geschlachteten Treren 
enthommen, gleich aulgeschlitzt, sorefilig mit Wasser gewaschen 


a. a. OL. S. 459 und -460, 
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und die Schletmhaut abpriipariert. Was die Darstellung des 
enzymhaltigen Auszuges aus der abpriiparierten Schleimhaut 
anbetrilft. so befolgte ich genau die Vorsehrift von O, Gohnheim., 

Die Peptonlosung wurde stets nach der Angabe O. Cohn- 
heims aus den peptischen Verdauungsprodukten des Muskel- 
(leisches dargestellt: sie gab selbst bei einer sehr starken Ver- 
diinnung eine schoéne Binretreaktion. 

Probe 1. 10 cem Darmauszug wurden mit [com Pepton- 
sung vermischt und bei Gegenwart von Toluol und Chloro- 
form im Brutofen digeriert, dessen ‘Temperatur meist 37—38° C, 
betrug. Nach 2 Tagen gab die Probe keine Biuretreaktion mehr. 

Probe 2. Eine kleine Fiocke frischen Fibrins wurde 
mit 10 com Darmauszug tibergossen und dann auf die gleiche 
Weise behandelt wie ber Probe 1. Nach 63stiindiger Digestion 
erfolete teilweise Loésung des Fibrins. 

Probe 3. 2 ¢ darmnuclemsauren Natrons wurden in 10 
siedendeii Wassers gelést, nech dem Erkaiten gut mit 10 cem 
Darmauszug durchgemischt und unter Zusatz von Voluol und 
Chloroform in den Bratofen @estelit. Nach tOtiigiger Digestion 
war die Gallerte fast vollstiindig vertliissigt; in dieser ver- 
iissigten Masse befanden sich O,0092 

Die Versuche wurden noch vieifach mit gleichem Erfolge 


wiederholet. 
Bb. Versuehe mit dem Diinndarme yon Kaninehen. 


Zur Darstetlung des wirksamen Darmauszugs wurde der 
von frisch getéteten Kaninchen herausgenommene Diinndarm 
auf die oben beschriebene Weise behandelt. 

Als Pepton bediente ich mich hier auch der peptischen 
Verdauungsprodukte des Fleisches. 

Probe 1. Ein Gemisch von 0 com Darmauszug und 
com Peptonlésung, das schwach alkalisch reagierte und eine 


rein rote Biuretreaktion gab, wurde unter Zusatz von 
und Chloroform bei Bruttemperatur digeriert. Nach 48 Stunden 
erhielt ich nur sehr schwache Biuretreaktion in dem Gemisch. 

Probe 2. Eine gelatindse Masse, welche aus 0,5 g darm- 
duclemsauren Natrons und 5 ccm Wasser bestand, wurde mit 
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cem Darmauszug durchgemischt und unter Zusatz von Toluo!} 
und Chloroform bei Bruttemperatur digeriert. Es kam erst nach 
10 Tagen vollstiindige Verfliissigung der Gallerte zustande: diese 
Fliissigkeit, gleich auf die frei gewordene Phosphorsiiure ver- 
arbeitet, ergab 0.0079 g P,O.. 

Die beschriebenen Versuche zeigen iiberein- 
stimmend, dab die Peptone durch die schwach alka- 
lischen Darmausziige von Rindern und von Kaninehen 
allmihlich in ablurete Produkte unmgewandelt werden. 
Diese Tatsache mui im Verein mit dem Umstande, 
dab die in Rede stehenden Darmausziige auch spaltend 
auf die Darmnucleinsiiure einwirken, zu der Sehluf- 
folverung fiihren, dab in der Schleimhaut des Diinn- 
darms von gewissen Pflanzenfressern ein Enzym ent- 
halten ist, welches grobe Ahnlichkeit mit dem Hunde- 
erepsin aufweilst. 
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Uber einen Fliissigkeitsthermoregulator. 


Von 


Kenzo Suto. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Tokyo,) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Mirz 1904.) 


Wie wichtig die Herstellung einer moglichst konstanten 
‘Temperatur bei manchen chemischen Untersuchungen ist, braucht 
kaum auseinandergesetzt zu werden. Dementsprechend ist bis jetzt 
eineganze Anzahl vonThermoregulatoren bekannt gemacht worden. 
Alleinich habe vergeblich nach einem solchen gesucht, welcher bet 
relativ einfacher Konstruktion und billigem Preise selbst fiir hOhere 
‘Temperaturen (9O—150°) tadellos funktioniert. [ch habe nun vor 
imehreren Jahren an den Fliissigkeitsthermoregulator von Ost- 
wald(1) anschlieBbend eine neue Modifikation desselben ausge- 
arbeitet. Derselbe ist nunmehr seit sechs Jahren mit verschieden 
veformten Gefiiben fiir Heizfliissigkeit in Verbindung mit Trocken- 
schriinken, Brutéfen und Wasserbiidern im hiesigen Laboratorium 
in Gebrauch. Es hat sich bei den wiederholten Priifungen heraus- 
vestellt, dab der neue Regulator fiir 57,6° C. eingestellt eine 
mittlere Tagesschwankung von 0,02—0,04° und fiir 115° C. 
eingestellt eine mittlere Tagesschwankung von 0,5—0,7° zeigte. 
Nach diesem Resultate kann die Empfindlichkeit des Regulators 
wohl fiir die meisten echemischen Untersuchungen als geniigend 
fein bezeichnet werden. Ehe ich in die detaillierten Beschreib- 
ungen desselben eingehe, erlaube ich mir iiber einige gebraiuch- 
liche Thermoregulatoren meine Erfahrungen hier kurz voraus- 
zuschicken, damit die Vor- und Nachteile derselben im Ver- 
vleiche zu dem meinigen klarer hervortreten. 

Alle bisher bekannten Thermoregulatoren kann man nach 
Ostwald(2) in folgende fiinf Gruppen einteilen: Gas-, Dampt-, 
cicktromagnetischer Regulator, Regulator mit festen Korpern 
und Fliissigkeitsregulator. 
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Im folgenden will ich dieselben der Reihe nach kurz in 
Betrachtung ziehen, 


1. Der Gasthermoregulator, 


wozu als dehnender Korper ausschlieBlich die atmosphiirisch.: 
Luft benutzt wird, funktioniert infolge starker Dehnbarkeit und 
geringer spezifischer Wirme derselben auberordentlich emplind- 
lich. Indes hat der Gasregulator bekanntlich insofern einen 
Nachteil, als das Volumen der eingesperrten ausgedehnten Lut 
sich mit der Schwankung des atmosphiirischen Druckes merk- 
lich iindert, infolgedessen eine betriichtliche Temperatur- 
schwankung eintreten kann. Deshalb ist der Gasregulator fiir 
eine liingere Regulierung nicht geeignet. 


2. Der Dampfthermoregulator 


wird, wenn auch etwas geringer, ebenfalls wie der Gasregulator 
durch den atmospharischen Druck ziemlich stark beeinflubt. 
Dieser Ubelstand wird jedoch zum groBen Teil dadurch kom- 
pensicrt, daB die Spannung des von der eingesperrten Fliissiy- 
keit (z. B. Ather) erzeugten Dampfes mit steigender Temperatur 
viel rascher zunimmt, als die der Luft. Infolge dieser Kom- 
pensation funktioniert der Dampfregulator ungleich giinstiger, 
wie der Gasregulator. Allein bei den meisten derartigen Ne- 
gulatoren sehe ich die Ursache der Empfindlichkeitsbeeintriich- 
tigung darin, dah die gegen die Zuleitungsrdhre des Leuchtgases 
gerichtete Quecksilberoberflache zu breit ist. Deswegen erfolg! 
die Lageveriinderung des Quecksilbermeniscus, wovon tiberhaup! 
die Emplindlichkeit eines Regulators wesentlich abhiingt, nament- 
lich bei geringer Temperaturschwankung, sehr mangelhaft. Als 
ich die) Empfindlichkeit eines Dampfregulators (Spiralthermo: 
regulator von Lautensechlaiger(3) mit einem groben Brutofen +) 
gegen 37° C. eingestellt (bei eimem Gasdruck von 3,4—8,0 em 
Wasser) 3 Tage lang beobachtete, betrug die maximale Tem- 
peraturdiflerenz im Ofen 1,5°. 

Der Dampfregulator hat auberdem noch einen anderen 
Ubelstand, daB das als Sperrfliissigkeit dienende Quecksilber. 
dessen Behilter mit Ausnahme des von Ostwald(5) modili- 
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zierten meist tief im Bade hegt, sich beim Erwiirmen tiber 50° 
merklich verfliichtigt und so die Zimmerluft verunreinigt. Des- 
halb ist der Dampfregulator vom hygienischen Standpunkte aus 
betrachtet. zur Regulierung fiir héhere Temperatur mit Gefahr 
verbunden (6). 

3. Der elektromagnetische Thermoregulator 
funktioniert in den meisten Fiillen ganz vorziiglich. Ich habe 
jedoch bei dem elektromagnetischen Regulator von Miincke (7) 
folvende Unbequemlichkeiten beobachtet. a) Die Schliebung und 
Offnung des elektrischen Stromes erfolgt nicht ganz regelmiibig. 
Dies scheint davon herzuriihren, da die elektrische Leitungs- 
—fiihigkeit infolge der Oxydation des Quecksilbers im Kontakt- 
thermometer erschwert wird. b) Die Zeitdauer der einzelnen 
SchlieBungen des elektrischen Stromes summiert sich schlieBlich 
zu einer betrichtlichen Hohe, weshalb ein schneller Verbrauch 
des elektrischen Stromes. stattfindet. Da die Regulation mit 
dem Schwund des elektrischen Stromes selbstversténdlich sofort 
und dauernd aufhért, so muf man diesen Umstand sehr be- 
achten. Allerdings kann man diesen Ubelstand durch eine 
besondere Vorrichtung (8) beseitigen, aber dieses Verfahren ist 
ziemlich umstiindlich. 

Regulator mit festen Korpern. 

Die Dehnungskoeflizienten aller festen Metalle sind weit 
kleiner, als diejenigen der Fliissigkeiten. Trotzdem sind die 
Metalle wegen ihrer hohen Schmelzpunkte zur Regulierung 
hoherer Temperaturen sehr geeignet. Da indes der Metall- 
regulator nur *3—4° zu regulieren gestattet, ist derselbe fiir 
leinere Untersuchungen ungeniigend. Das obengenannte gilt 
namentlich fir den zuerst von Babo angegebenen Metall- 
regulator (9). Neuerdings hat Gumlich einen mit elektromag- 
netischer Kraft kombinierten auberordentlich empfindlichen Metall- 
regulator angegeben(10). Derselbe ist leider fiir unsere Zwecke 
viel zu kompliziert. 

5. Der Fliissigkeitsthermoregulator. 


Hierzu kann man zwei Arten unterscheiden. Die eine 
Art ist der Quecksilberregulator, bei dem als dehnender Koérper 


= 
q 
+ 
q 
q 
yt 


366 Kenzo Suto, 


das Quecksilber selbst verwendet wird. Bei der zweiten Ar 
nimmt man als dehnenden Korper entweder eine fliissige oy- 
ganische Verbindung oder eine wisserige LOsung organischer 
Salze, und das Quecksilber dient hier nur als Sperrfliissigkeit, 
wie bei den meisten oben erwiihnten Regulatoren. 

a) Von dem Quecksilberthermoregulator hat bei uns nur der 
Reichertsche(11) eine allgemeine Verbreitung gefunden. Der- 
selbe ist leider mit vielen Mangeln behaftet und seine Empfind- 
lichkeit durchaus ungeniigend. Prinzipiell genommen ist das 
Quecksilber nicht geeignet, weil sein Dehnungskoeffizient relatiy 
klein ist. Entsprechend der relativ geringen Volumiinderung 
des Quecksilbers bei wechselnder Temperatur erfolgt die Lage- 
veriinderung des Quecksilberniveaus zu mangelhaft. Ferner 
beeintrichtigt die Veriinderung des Quecksilbers am oberen 
Meniscus infolge von Oxydation und die hierdurch bedingte 
Adhiisionszunahme, welche bei anderen Regulatoren keinen 
merklichen Schaden hervorruft, die Empfindlichkeit des Queck- 
silberregulators schon bedeutend. Auberdem wird die Empfind- 
lichkeit durch die Anderung des Gasdruckes stark beeinflubt. 
Als ich die Temperatur eines einfachwandigen kupfernen Trocken- 
schrankes mit dem Reichertschen Regulator anfangs auf etwa 
115° C. einstellte, betrug die Temperaturschwankung im Schrank 
bei fast konstantem Gasdrucke innerhalb mehrerer Stunden 4—5°. 
Als hierzu starke Druckiinderung des Leuchtgases eintrat, betrug 
die Temperaturschwankung im Trockenschrank iiber 10°. 

b) Unter den iibrigen Fliissigkeitsthermoregulatoren mub 
in der Tat derjenige von Ostwald(12) als der beste bezeichnet 
werden. Da mein Regulator sich dem Ostwaldschen eng an- 
schliebt, so will ich denselben im folgenden zusammen mit 
meinem Regulator besprechen. 


Uber das Prinzip und die Konstruktion meines 
Fliissigkeitsthermoregulators im AnschluB an den 
Ostwaldschen. 

Ostwald hat fiir die Auswahl dehnender Fliissigkeiten 
den prinzipiell wichtigen Grundsatz (13) aufgestellt, dab als 
dehnende Kérper solche Fliissigkeiten am geeignetsten sind, 
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deren Dehnungskoeffizient méglichst grof und deren spezifische 
Wiirme moglichst klein ist. Ostwald selbst hat aber zu seinem 
Regulator eine 10°%/oige wiisserige Losung von Chlorealcium 
verwendet. Obwohl der Ostwaldsche Regulator vorziiglich 
funktioniert und betreff seiner Empfindlichkeit nichts zu 
wiinschen iibrig bleibt, so erscheint mir derselbe doch noch 
in zwel Punkten verbesserungsfiihig. Der eine Punkt betrifft 
mehr die praktische Frage, die namentlich fiir unsere medizinisch- 
chemischen Arbeiten mabgebend ist. Wenn bei dem Ost- 
waldschen Regulator die einmal eingestellte Temperatur ohne 
Unterbrechung fiir beliebig lange Zeit fortdauern soll, so hat 
man nur datiir zu sorgen, dab die Dauertlamme Tag und Nacht 
hindurch gefahrlos erhalten bleibt. Will man dagegen den 
Regulator inkontinuierlich, z. B. nur am Tage, in Tatigkeit setzen, 
so muf men denselben tiiglich von neuem auf die gewohnliche 
Temperatur einstellen. Beim AuslOschen der Flamme muf man 
den Hahn jedesmal in die geofinete Stellung bringen. Wird 
dagegen die Flamme bei geschlossenem Hahn ausgeloscht, so 
wird sowohl das Quecksilber wie die Luft infolge der Abkiihlung 
in das Gefaib der Dehnungsfliissigkeit hineingezogen, was sehr 
unangenehm ist. Alle diese Umstiindlichkeiten fallen bei meinem 
neuen Regulator ganz weg. 

Der zweite Punkt betrifft mehr die prinzipielle Frage. 
Sucht man gemifi dem Ostwaldschen Grundsatz nach den- 
jenigen Fliissigkeiten, deren Dehnungskoeflizient modglichst grof 
und deren spezifische Wiirme mdglichst klein ist, so muf man 
das Petroleum an die Spitze der gewiinschten Fliissigkeiten 
stellen. Vergleicht man das Petroleum mit 10°;oiger Chlor- 
calciumlésung, so ist der Dehnungskoeffizient des Petroleums 
bedeutend als der der Chlorcalciumlosung seine 
spezifische Wirme viel kleiner als die der letzteren. Demnach 
ist es klar, daf die Leistung des Petroleums in dieser Beziehung 
bedeutend grofer ist als die der Chlorealciumlésung. Will man 
mit der letzteren denselben Effekt erzielen, wie mit dem Pe- 
troleam, so muf man das Gefiib fiir die Chlorcalciumlésung 
etwa dreifach vergrobern. 

Warum Ostwald zu seinem Regulator anstatt Petroleum 
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die prinzipiell ungiinstiger wirkende Chlorcalciumlosung empfah, 
hegriindete er mit folgenden Satzen (14): 

«Zur Fillung des Gefaibes habe ich bisher eine 10°/oige 
Losung von Chlorcalcium benutzt, welche sich bei niederen Tem- 
peraturen viel stirker und regelmabiger ausdehnt als Wasser, 
Petroleum, Alkohol oder Ather, welche wegen ihrer viel griberen 
Ausdehnungskoeffizienten empfindliche Regulierung geben wiirden, 
habe ich nicht angewendet, weil bei sehr langer Betaétigung ein 
kapillares Durchkriechen oder eine Verdunstung an der Zu- 
sammenfiigungsstelle und am Hahn zu befiirchten ist, welches 
bei Chlorcalciumlosung nicht stattfindet, da diese erstens wenig 
fliichtig ist, zweitens beim Eindunsten nicht festes Salz ausscheidet, 
wodurch sonst fast unvermeidliche Lockerungen an den Fugen ein- 
treten. Fiir kurzdauernde Versuchsreihen — einige Tage — haben 
dagegen die genannten ausdehnbaren Fliissigkeiten den Vorzug. » 

Aus diesen Siitzen geht es zur Gentige hervor, dab auch 
Ostwald schon zu seiner Zeit das Petroleum als eine der 
besten Dehnungsfliissigkeiten anerkannt hatte, wenn nur das 
kapillare Durchkriechen des Petroleums am Hahn auch bei langer 
Betiitigung sicher verhiitet werden kénnte. Da es nun mir ge- 
lungen ist, diesen Ubelstand zu beseitigen, so habe ich bei 
meinem Regulator als Dehnungsfliissigkeit ausschlieBlich das 
Petroleum verwendet. Indem ich hierauf bald zuriickkomme, 
will ich hier zuniichst die erste Frage behandeln. 

Um die einmal eingestellte Temperatur sowohl fiir den 
kontinuierlichen wie auch fiir den unterbrechenden Gebrauch 
ohne Anderung der Hahnstellung festhallen zu kénnen, d. h. 
das Regurgitieren von Quecksilber und Luft in das Gefaif der 
Dehnungsfliissigkeit auch beim Ausléschen der Flamme mil 
geschlossener Hahnstellung sicher verhiiten zu konnen, habe 
ich am U-Rohr des Regulators, wie die Fig. 1 zeigt, zwei 
gleichgrobe Hohlkugeln angebracht. Hierdurch ist der erste 
Ubelstand des Ost w aldschen Regulators ohne jegliche Schwierig- 
keiten beseitigt. Der Rauminthalt einer jeden Hohikugel 
so grof gemacht werden, dal’ derselbe dem Produkte aus der 
Differenz zwischen der fiir die Einstellung gewiinschten Tem- 
peratur und minimaler Zimmertemperatur mit dem Dehnungs- 
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koeffizienten und dem verwendeten Volumen der Dehnungsfliissig- 
keit (Petroleum) entspricht. Wenn z. B.: 
das verwendete Volumen des Petroleums = 40 ccm, 
die gewiinschte Temperatur = 115° C., 
die minimale Zimmertemperatur = 3° 
vorausgesetzt wird, so soll der Rauminhalt der einzelnen Hohl- 
kugel, da der Dehnungskoeffizient des Petroleums ca. 0,001 ist, 
(115—3)X0,001 =4,48 cem sein. 

Es war mir allerdings sehr schwer, die Hohlkugel von 
genau gewiinschtem Rauminhalt anzublasen; allein es ist nicht 
notig, daB dieselben genau der berechneten Grofe entsprechen, 
und ich lasse sie daher einige Zehntelkubikzentimeter grofer 
anfertigen, als die Rechnung ergibt. 

Diese Kugeln wirken nun auf die Genauigkeit der Tem- 
peraturregulierung insofern etwas stérend, als der Inhalt der- 
selben durch die maximale Temperaturdifferenz vom Sommer 
und Winter mehr oder weniger beeinflubt werden kann, jedoch 
ist dies bei den meisten medizinisch-chemischen Untersuchungen 
fast ohne Belang: wenn notig, soll der Regulator beim Anfang 
des Sommers und beim Anfang des Winters einmal auf die 
gewiinschte Temperatur genau eingestellt werden. bei der ge- 
nauesten und lang dauernden Regulierung ziehe ich es indessen 
vor, an dem U-Rohr anstatt zwei nur ein bedeutend kleineres 
Kiigelchen anbringen zu lassen, worauf ich unten zuriickkomme. 

Ad Frage 2. Um das kapillare Durehkriechen von Petroleum 
vollkommen zu beseitigen, habe ich in unserem Genufmittel, 
dem sogenannten Mizuame,!) ein Mittel gefunden, welches fir 
unseren Zweck vollstiindig Geniige leistet. 
1) Mizuame ist ein schwach gelblich gefiirbter, angenehm  siiff 
schmeckender, dicker Sirup. Hier gebe ich die Darstellungsmethode 
desselben im kleinen Mafistabe kurz an: Etwa 100 g Samen des Kleb- 
reises (Oryza sativa L. var. glutinosa) werden von der Kleie befreit und 
etwa 2 Stunden in Wasser gelegt. Alsdann wird die Masse etwa 
30 Minuten im Dampf gekocht, dann mit etwa 500 cem Wasser und 
25 ¢ getrockneten und zerriebenen Malzes versetzt und in einem Wasser- 
bade bei 60° C. unter zeitweisem Umriihren 6—-8 Stunden digeriert. 
Das klare Filtrat wird nunmehr zu einem dicken Sirup eingedampft. 
Wie aus der Darstellung ersichtlich, besteht Mizuame demnach haupt- 
siichlich in emem Gemenge von Dextrin, Maltose, Isomaltose und Dextrose. 
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Das kiiufliche Mizuame enthilt etwa 12°/0 Wasser. Das- 
selbe wird mit etwas Glycerin versetzt (10—15°/o) jy 
Trockenschrank (gegen 100° C.) erwiirmt und dann innig durch- 
gemischt. Damit wird der Hahnstopfen, welcher vorher mit 
Wasser, dann mit Spiritus griindlich gereinigt und getrocknet 
worden ist, modglichst gleichmiBig bestrichen, dann die 
Hahnmutter hineingesteckt und darin sehr langsam umgedreht, 
Wenn die Operation richtig ausgefthrt worden ist, so sieht 
die Fuge ganz durchsichtig aus, 

Das mit Glycerin versetzte Mizuame kann viele Jahre 
lang ohne Veriinderung aufbewahrt werden. Bemerkenswert 
ist es noch, dab das Mizuame nicht zu weich sei, was bei 
zuviel Glycerin der Fall ist. Selbstverstiindlich darf das 
Dichtungsmittel nicht mit solchen Fliissigkeiten in’ Berithrung 
kommen, welche jenes auflOdsen oder erhiirten, wie Wasser 
oder Alkohol. 

Aus den oben ausfiihrlich angefiihrten Griinden leistet 
das Petroleum als Dehnungsfliissigkeit sowohl fiir die hédhere 
wie fiir die niedrigere Temperatur ausgezeichnete Dienste. 

Zum Regulator ftir hoher temperierten Trockenschrank 
(z. B. 90—130° C.) empfiehlt es sich, das kiiufliche Petroleum 
fraktioniert zu destillieren (150—200° C.), um es von dem 
leicht siedenden Anteil zu befreien, Fiir einen niedrig tem- 
perierten Regulator (unter 50°) kann man das kiufliche Petroleum 
direkt: verwenden. 

Kiir sehr fein funktionierende Biider oder Brut6fen, welche 
mehrere Wochen hindurch anhaltend erwirmt werden, ist der 
in der Figur 2 gezeichnete Regulator Nr. II sehr geeignet, 
welcher mit dem Ostwaldschen Regulator groBe Abnlichkeit 
hat. Bei diesem Regulator fillt jedoch die Gummiverbindung 
weg. Auberdem ist bei diesem Regulator ein ganz kleines 
Kiigelchen an einem Schenkel des U-Rohres angebracht. Die 
Kinsehaltung eines Gasreinigers, z. B. Natronkalk, zwischen 
der Guasleitung und dem Regulator verfeinert natiirlich die 
Kmptindlichkeit desselben noch mehr. 
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Einige Bemerkungen zur Anfertigung meiner Regu- 
latoren. 

Bei der Anfertigung meiner Regulatoren sind folgende 
Punkte zu beachten: 

a) Das zur Aufnahme des Petroleums dienende Glasgefiif 
mu diinnwandig und sehlank (1—2,5 cm), dagegen seine Kapa- 
zitit moglichst grofh sein. Bei exakten Untersuchungen kann 
der Inhalt auf 100—200, ja sogar auf 300 cem_ gesteigert 
werden. Fiir den Trockenschrank von hoheren ‘Temperaturen 
(90—130°) sind meistens 40—5S0 cem ausreichend. Das Gefiih 
fiir Petroleum mui so geformt sein, dali dasselbe fiir die zu- 
gehorigen Brutofen, Trockenschriinke, Wasserbiider ete. genau 
pabt: man nimmt also entweder ein gerades, gebogenes T-fOrmiges 
oder gabelf6rmiges Gefiih. 

b) Das Ende des Zuleitungsroéhrchens des Leuchtgases 
mub fein und diinnwandig sein. Sein innerer Durchmesser 
mift in den meisten Fiillen ca. 1,2 mm: es ist allerdings von dem 
Volumen der Heizfltissigkeit und dem Grade der Badetemperatur 
abhiingig, je grOber das Volumen und je hoher die Temperatur 
ist, desto breiter muB das GaszuleitungsrOhrchen sein. Es ist 
aweckmiibig, zur Regulierung auf 90—1350° bei einem mit 
etwa 5 | Glycerin gespeisten Trockenschranke (Fig. 3) den 
Durchmesser des ROhrchens auf 1,5—2 mm zu_ vergrofern. 
Das Ende des Gaszuleitungsrohres darf, wie es schon von 
Ostwald (15) hervorgehoben wurde, nicht schief sein, wie es 
oft der Fall ist, sondern mu senkrecht zur Liingsaxe des Rohres 
eeschnitten werden. Die Offnung fiir das Dauerflimmchen muf 
moglichst klein und einige Zentimeter oberhalb des Rohren- 
endes gedffnet sein. 

c) Der innere Durchmesser des U-Rohres variiert je nach 
der Genauigkeit der Temperaturregulierung und der Menge der 
Heizfltissigkeit zwischen 3—-4,5 mm. 

d) Das Verbindungsstick muf aus einem dicken Kapillar- 
rohr angefertigt werden, da sonst das warme Petroleum durch 
dasselbe hinaufsteigen und das Dichtungsmittel zu stark er- 
weichen kénnte, was besonders bei hOher temperierten Trocken- 
schrinken moglich ist. 
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Zum Fiillen meines Regulators empfehle ich eine vorliiufige 
Evakuation mittels der Vacuumpumpe (Wasserstrahlsaugpumpe ), 
Hierauf wird der Regulator in umgekehrter Lage ins Petroleuy 
hineingelaucht und der Hahn geéffnet, wobei das Petroleum 
ins Gefiif} hineinstiirzt. Um die zuriickgebliebene Luft hinaus- 
zutreiben, senke man das Petroleumgefif mit dem gefiillten 
Trichterchen in heiBes Wasser, welches sich in einem hohen 
Blechzylinder befindet, hinein. Dabei dehnt sich das Petroleum 
aus und die Luft wird aus dem Gefaf getrieben; dann bringe 
man das Gefiihi in kaltes Wasser, wobei sich der GefiBinhalt 
zusammenzieht und das Petroleum hineingesaugt wird. Durch 
Wiederholung dieser Manipulation wird das Gefaf leicht und 
vollkommen gefiillt. Nun wird das gereinigte Quecksilber als 
Sperrtliissigkeit ins U-Rohr, wie es aus der Fig. 1 und 2 er- 
sichtlich ist, hineingegossen. Alsdann wird der eine Schenkel 
des U-Rohres, welcher zur Aufnahme des Gaszuleitungsrohres 
dient, mit Ather vom Petroleum gereinigt. 

Beim Heizen des Brutofens resp. des Trockenschrankes 
iiberziehe man das Zugrohr des Bunsenbrenners mit einem 
kleinen Netz aus derbem Kupferdraht, um das Riickschlagen 
der Flamme zu verhiiten. Bei ganz feiner Regulierung ist es 
bequemer, einen Mikrobrenner zu nehmen. 

Wenn das Wasserbad eine sehr groBe Menge von Heiz- 
fliissigkeit enthalt und dabei sehr genau regulieren soll, so ist 
es zweckmiifiger, 2 Thermoregulatoren gleichzeitig zu_ver- 
wenden. Hierzu nimmt man einen fein funktionierenden und 
den zweiten mit weitem U- und Gaszuleitungs-Rohr. Der letztere 
mu} um einige Grade niedriger als der erstere eingestellt werden. 
Die so angeordneten Biider miissen zur gleichmibigen Tem- 
peraturverteilung mit einem Rihrwerk in miibigen Grade kon- 
tinuierlich umgeriihrt werden. 


Anweisung zum Gebrauch meines Regulators. 


1. Man 6ffne den Hahn des auf die obige Weise mit 
Petroleum gefiilllen Regulators und senke das Petroleumgefiih 
desselben in die Heiziliissigkeit (fiir hGhere Temperaturen wird 
Glycerin. gebraucht). Hierauf werden Gasleitung, Regulator 
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and Brenner durch Gummischlauch verbunden, und das Bad 
wird alsdann geheizt. Ist die gewiinschte Temperatur im Schrank 
erreicht, so losche man die Flamme aus. Gewohnlich steigt 
die Temperatur im Luftraume jetzt: noch 1—2° Grad hoher. 
Diese Erscheinung kommt besonders beim Trockenschrank fast 
immer zum Vorschein; man warte, bis die Temperatur wieder 
auf den gewiinschten Grad gesunken ist, schliebe den Hahn 3 
und ziinde nun die Flamme an. Alsdann ist die Temperatur 
nahezu genau eingestellt. 

2. Wenn sich Thermometer und Regulator in ein und 
derselben F'liissigkeit befinden und die Heizfliissigkeit mit einem 
Riihrwerk kontinuierlich umgertihrt wird, so ist die Einstellung 
des Regulators sehr einfach. Man braucht nur den vorher ge- 
Offneten Hahn 3 zu schlieBen, wenn die gewitinschte Temperatur 
erreicht ist. 

3. Die feinste Einstellung der Temperatur kann man 
mittels des Hahnes 4 sehr leicht erzielen, indem man auf 
der Hohe der gewiinschten Temperatur den Hahnstopfen 4 
plotzlich in den Trichter hineinsteckt. Infolge des erhdhten 
Druckes im Trichter steigt dann das gegen die Zuleitungsrohre 
gerichtete Quecksilbermeniscus plOtzlich und verschlieft den 
Gaseintrilt; wird. jetzt der Hahn 3 geschlossen, so ist die 
Temperatur dauernd genau eingestellt. Die Offnung fiir die 
Dauerflammchen mul so klein sein, dafi die Temperatur des 
bades niemals uber die eingestelite Hohe hinaufsteigen kann. 

4. Beim SchlieBen und Offnen des Hahnes 3 mu’ man 
stets sehr vorsichtig sein. Hierzu fasse man die verengte 
Stelle der Hahnmutter mit der linken und den Hahneriff mit 
der rechten Hand leicht driickend gegen die linke, drehe dann 
den Hahngriff auBerst langsam um: sonst kann der Schluf 
velockert oder sogar der Apparat zerbrochen werden. 

5. Wenn der Hahn aus irgend einer Ursache gereinigt 
werden soll, so entferne man zuerst den Trichterinhalt (Petro- 
leum), dann den Hahnstopfen 3, wische von der Hahnmutter 
und dem Stopfen mit befeuchtetem Tuch das Dichtungsmittel 
und Petroleum ab. Um den letzten Rest von Petroleum zu 
entfernen, reinige man den Hahn nochmals mittels eines mit 
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Alkohol befeuchteten Tuches: erst nach der Verdunstune des 
Alkohols wird der Hahnstopfen mit dem Dichtungsmittel gleich- 
miibig in diinner Schicht bestrichen. Das Weitere ist bereits 
oben beschrieben. 

6. Nach anhaltendey Gebrauch des Regulators, besonders 
bei hOherer ‘Temperatur und in trockener Luft, kann das Dich- 
tungsmittel manchmal zu hart werden, sodafi die Drehung des 
Hahnes schwieriger wird. Um das so hart gewordene Dichtungs- 
mittel am Hahn wieder weich zu machen, tauche man den 
Hahn in heibes Wasser, oder umwickle ihn mit heiBbem, feuchten 
Tuch und lasse das Ganze mehrere Stunden stehen. 


Bau des Trockenschrankes fiir h6here Temperaturen. 


Da die Leistung eines Regulators von der Konstruktion 
der mit ihm in Verbindung stehenden Trockenschriinke oder 
Brut6fen wesentlich abhiingt, so fiige ich hier tiber den Bau 
des Trockenschrankes einige Bemerkungen hinzu. Es ist sehr 
wiinschenswert, da’ alle Trockenschriinke, womit der Regulator 
in Verbindung gebracht wird, aus Kupfer doppelwandig ange- 
fertig’ und zum Schutz von Wiirmeverlust mit Asbest, Holz 
oder Filz tiberzogen werden. In den Zwischenraum gieft man 
eine Metalle nicht angreifende Fliissigkeit ein. Zu dem Zwecke 
nimmt man fiir hohere Temperaturen am besten Glycerin oder 
Gemisch von Glycerin und Wasser, fiir niedrigere Temperaturen 
(unter 80°) Wasser. Der Regulator muff stets in die Heiz- 
fliissigkeit eingesenkt sein und darf nicht im Luftraume frei- 
liegen. Im Luftraume funktioniert der Regulator nicht so regel- 
miibig, weil die spezifische Wiirme und Wiirmeleitungsfihigkei! 
von Metall, Fliissigkeit und Luft sehr differieren. Zum Heizen 
hoOher temperierter Trockenschriénke (90—130°) bedient man 
sich je nach der Gréfe des Schrankes 1—3 Bunsenbrenner. 

Die Figur 3 zeigt den von mir angegebenen fiir ver- 
schiedene, besonders fiir hOhere Temperatur geeigneten Ther- 
mostaten. Der Bau desselben ist aus der Zeichnung leicht 
ersichtlich. Der ganze Apparat (der Boden ausgenommen) wurde 
mit einer etwa 5 mm dicken Asbestpappe bedeckt und dieselbe 
wiederholt mit Wasserglas bestrichen. 
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Tabelle I. 


Temperatur 
in einer 


Temperatur 
in der Niihe 


Zimmer- 


Gasdruck 


Datum bestimmten 
as Stelle des | der Kugeln tem- in em 
(1900) Trocken- des peratur | Wasser 
schrankes Regulators 
2./VI. 
vorm. SUhr 40Min. 114,7°C. 26° 19,7° C. 3,8 
10 > 30 > 115.0 26 20,5 3,8 
11 » 30 >» 114,7 27 20,7 3,4 
12 » — » 114.5 27,5 21 3,4 
nachm. 2 >» — 114.6 29 22 4.0 
3 >» 10 » 114,5 30 22 4,3 
4 » 30 >» 114,6 28,5 22 5,2 
G>» —» 114,7 27 21,7 6,5 
7./VI. 
vorm. 10Uhr — Min. 115,0 30.5 19,4 3,4 
11 >» — » 115,5 31.5 20 34 
11 >» 30 » 1154 28.5 20 3,4 
uachm. to» — 115.5 29,5 20,7 3,8 
3 > — 115,5 28.5 21,1 3,6 
4 » 30 115.5 29 21,1 4,0 
8./VL. 
vorm. 11Uhr30Min. 1145,8 28 21 3.8 
nachm. » 10 115.5 bl 21,5 4,0 
4 30» 115.5 31,5 22 3,8 
6 » 115,7 30 22 6,4 
9,/VI. 
vorm. 40 Min 1154 28.5 20,5 39 
> 11 » — » 115,5 29 21 4,0 
nachm. 12 » 15 115,5 30,8 21,6 4,2 
2> — 115,4 32 22,2 3.8 
3 4) » 115,5 32 22.8 38 
115,4 31,5 22,9 5,1 
+ 116,0 29 22 6.8 
11./VI. 
vorm. 10Uhr — Min. 115.5 29 20,8 33 
nachm. 12 » 20 » 115.5 29,3 21 4,2 
115.5 30,4 21,1 3,8 
4 » B80 116,0 29 21,2 3,4 
116,2 27,5 20.6 59 
6 » 1d » 116.0 27 20,4 
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Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifungen meines 
Regulators. 


a) In Verbindung mit dem Trockenschrank. 
(Beobachtung fiir hohere Temperaturen). 

Zu dieser Beobachtung habe ich Trockenschrank (Fig. 3) 
und Kegulator (Fig. 1) verwendet. Der Thermostat wurde mit 
zwei Bunsenbrennern geheizt. Zum Ablesen der Temperatur 
im Schrank bediente ich mich eines in !/2-Grade geteilten Normal- 
thermometers, dessen Quecksilberfaden nur etwa 1 em auBberhal|) 
des ‘Thermostaten in der Zimmerluft bloBliegt. Die Ablesung 
geschah mit Hilfe einer Lupe. Selbstverstiindlich blieb der 
Thermostat wihrend der ganzen Beobachtung geschlossen. Die 
Krgebnisse sind in der Tabelle I verzeichnet. 

Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich, betrug die Minimal- 
temperatur 114,5° und die Maximaltemperatur 116,2°; wenn man 
die hochste und niedrigste Temperatur mit der Anfangstemperatur 
(115°) vergleicht, so betrigt die Differenz im ersten Falle — 0,5", 
im zweiten Falle -!-1,2°; die Maximaldifferenz betrug also 1,7" 
und die Tagessechwankung 0,5—0,7° Nach diesem Resultate 
glaube ich wohl, dab dieser Thermostat fiir medizinisch-chemische 
Untersuchungen ausgezeichnete Dienste leisten kann. 

b) In Verbindung mit dem Briitofen. 

(Beobachtung fiir niedrigere Temperaturen). 

Zu dieser Beobachtung habe ich emen vom Berliner 
Mechaniker Lautenschliger bezogenen Brutofen(16) verwendet. 
Die Petroleummenge im Regulator betrug etwa 120 ecm. Zum 
Ablesen der Temperatur im oberen und unteren Teile des Brut- 
ofens habe ich zwei in !/1:0-Grade geteilte und geaichte Thermo- 
meter benutzt. Um die relative Temperatur im Schrank zu messen, 
habe ich das Beekmannsche in!/100-Grade getei!te Thermometer 
benutzt. Die Flamme wurde wiihrend der ganzen Versuchszeil 
dauernd erhalten. Die Ergebnisse sind in der Tabelle II verzeichnet. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, betrug die ‘Temperatur- 
differenz in einem Tage 0,02 -—0,04° und im ganzen Verlaule 
O0.0O8°,  Hiitte ich zu dieser Beobachtung den Regulator No. I! 
benutzt, so wiirde das Resultat noch feiner ausgefallen sein. 
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Tabelle Il. 


Relative 

der im oberen imunteren} in einer 
(1899) Heiz- Teiledes | Teiledes |bestimmten 
fliissigkeit | Brutofens | Brutofens | Stelle im 

Brutofen 


31./X. 
yorm. 10 Uhr 50 Min. 39,4° C. 37,6° C. 37,6° C. 


> 11 >» 10 » 39,2 37,6 37,6 4,08 
> 11 » 48 » 39,2 37,5 37,6 4.06 
nachm. i>» — » 39,4 37,6 37,6 4,08 
1 » 3d 39,2 37,55 37.6 4,08 
2» 20 » 39,3 37,09 37,6 4,08 

— » 39,3 37,99 376 4,075 

3.» 40 » 393 37 ,D9 37.6 4.075 
4 » 5O » 39,2 37,)5 37.6 4,08 


1./X1. 


vorm. 8 Uhr 05 Min. 39,4 37.6 37.6 413 
o> — » 39,2 37,6 37,6 410 
10 » 1d » 393 37,6 37.6 4,10 
39,4 37,6 37,6 410 
11 >» 50 » 39,4 37,6 37,6 4,09 
nachm, 12 » 40 » 39,4 37,6 37,6 4,105 
39,3 37.6 37,6 4105 
| > 3 » 32 >» 39,3 37,6 37.6 4,100 
>» 10 >» 39,3 37,6 37,6 4105 


2,/XI. 


vorm. Uhr — Min. 39,4 37,6 + 37.6 4,140 
: 10 » 15 » 39,4 37,6 4- 37.6 4,135 
39,2 37.6 37,65 4 ALD 
39.2 37,6 37,6 4,10 


» » > 39 2 37.6 37.6 410 
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Ks bleibt mir noch eine angenehme Pflicht, meinem hoch- 
verehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. M. Kumagawa fiir seine : 
mir erwiesene tiberaus liebenswiirdige Unterstiitzung bei dieser 
Arbeit zu danken. 


Die Lieferung des Regulators sowie des Dichtungsmittels 
wird Herr Dr. Rob. Miincke (Berlin NW., Luisenstr. 58) dem- 
niichst tibernehmen. 
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Fig. 1. Fig. 2. 
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| 
| | 
i 
JEN Regulator Nr. I, 
2 Ve natiirl. Grofe. | 
| 
Jotr > i 
3 Hahn 3. 
=S— 4 Hahn 4. 
Trichterchen,. 
6 U-Rohr mit zwei Hohlkugeln. Regulator Nr. Il, 
7 Gaszuleitungsrohr. natiirl. Grife. 
8 Offnung fiir Dauerflamme. 
9 Das Mittelstiick des Gaszu- 
leitungsrohres wird mit baum- 
wollenem Bindfaden gleich- 
umwickelt 
10 Gummirohr. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band XLI, Tafel 2, 
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Trockenschrank fiir hGhere Temperatur, ‘/7 natirl. GriBe. 


a Gesamtansicht. 

b Sagittalschnitt der Tiir. 

¢ Seiftenansicht vom Regulator im metallenen Halter (H). 
d Glycerin, 

e Kupfernes Zugrohr, 
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Uber einige Verwendungen der Naphtochinonsulfosaure. 
Von 
Geh. Med.-Rat Prof. P. Ehrlich 


und 
C. A. Herter, M.D. 


Professor der Pharmakologie u. Therapie, Columbia University, New-Nork. 


(Aus dem konigl. Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Miirz 1904.) 


In der Chemie spielen Farbenreaktionen eine sehr wichtige 
Rolle beim Nachweis der verschiedenen Substanzen, insbesondere 
bei Alkaloiden und iihnlichen Verbindungen. Ein Nachteil vieler 
Farbenreaktionen besteht aber darin — und es gilt dies auch 
vor allem von der groben Zahl der Alkaloidreaktionen —, dah 
die Fiirbungen, welche zum Nachweis der betreffenden Sub- 
stanzen dienen, sich nicht auf gefiirbte Verbindungen zuriick- 
fiihren lassen, die der chemischen Analyse zugiinglich sind. 
ks handelt sich niéimlich meist um Passagephinomene, da die 
entstehenden Korper oft so zersetzlich sind, da sie in reiner 
Form nicht isoliert und daher ihrer Natur und Konstitution 
nach nicht bestimmt werden konnen. 

Kin anderer Nachteil, wenigstens soweit es sich um_ bio- 
logische Verwertung solcher Reaktionen handelt, besteht darin, 
dali hiiufig sehr stark wirkende Reagentien (z. b. konzentrierte 
Schwefelsiiture) zur Verwendung kommen, welche eine intra- 
molekulare Umlagerung des Ausgangsmaterials, Abspaltung be- 
“timmter Atomgruppen oder Oxydation veranlassen sollen. Dem- 
gegeniiber wird das Ideal jeder Farbenreaktion eine glatt ver- 
iufende Synthese sein miissen, die zu Korpern fiihrt, welche 
iirer _Konstitution nach wehl definierbar sind. 

Derartige Synthesen haben medizinisch nach zwei Rich- 
‘ingen hin Interesse. Erstens kOnnen sie dazu dienen, eventuell 
wnbekannte Substanzen, die unter normalen oder pathologischen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLI. 2D 
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Verhiiltnissen in Sekreten in ganz geringer Menge vorkommen. 
erkennbar zu machen. Zu diesem Zwecke werden an erste, 
stelle besonders solche Substanzen geeignet sein, die mit nue 
einer eng begrenzten Kategorie yon Verbindungen, aber dani 
auch mit Spuren derselben jn Reaktion treten. Die Anwendune 
von Hilfsagentien, Siiuren, Alkalien, Erwirmen, wird in diesem 
Falle als kein Hemmnis aufgefabt werden dirfen, wenn nur 
zu stark eingreifende Vorgiinge vermieden werden.  Solche 
Reaktionen sind im Urin die Eisenchloridprobe, die Acetessiv- 
iitherprobe, die Diazoreaktion in ihren verschiedenen Modifikationen 
und die von Ehrlich eingefiihrte Reaktion mit p-Dimethylamido- 
benzaldehyd. 4) 

Kine zweite Verwendung, die diesen reaktionsfiihigen Sul- 
stanzen zukommt, liegt nach der biologischen Richtung hii: 
sie sollen niimlich Substanzensynthesen innerhalb des lebenden 
Organismus vollfiihren, die, zweckmiibig geleitet, vielleicht bei 
gewissen toxischen Agentien zur Entgiftung fiihren koénnen. 

Die Auswahl der Substanzen ist hier noch weit beschriinkter, 
indem die notwendige Vorbedingung hinzutritt, daB die Reaktion 
bei stiirkster Verdiinnung mit grobter Schnelligkeit und insbe- 
sondere in fast neutralen Losungen vor sich gehen muh. Auber- 
dem kommt als eine weitere Notwendigkeit hinzu, dai die Sub- 
stanz durch die Zellen des lebenden Organismus nicht denaturicr! 
wird, und dab sie auberdem keine erhebliche Toxizitiit besitzt, 
um ihrer distinktiven synthetischen Fiahigkeit nicht beraub! 
zu werden. 

Derartige Substanzen, die so vielfachen und seltenen 
Bedingungen zu entsprechen haben, sind auBerordentlich schwierig 
zu finden. So wiirden z. vielleicht die Diazoverbindungen 
einem Teile der Bedingungen entsprechen, indem sie in grofien 
Verdiinnungen und auberordentlich schnell bei neutraler und 
schwach alkalischer Losung kuppeln, wenn nicht die Toxizitiil 
und die grobe Zersetzlichkeit hemmend in den Weg treten 
wiirden. Sicher aber bietet jeder neue Schritt nach dieser 
Richtung hin ein besonderes Interesse. 

') Dieser Aldehyd wirkt insbesondere auf Pyrrolverbindungen, Indo, 
Himopyrrol und Tryptophan (Skatolaminoessigsiiure nach Hopkins). 


fi 
13 


Uber einige Verwendungen der Naphtochinonsulfosiiure. 381 


Aus diesem Grunde moéchten wir kurz auf die Beschreibung 
einer Substanz eingehen, die vielleicht nach dem vorausgehenden 
einen kleinen Fortschritt bedeutet, wenn auch erzielte 
Resultat der entgiftenden Funktionen noch nicht befriedigend 
ist: aber auch das negative Resultat ist in diesem Falle von 
Interesse und bedeutung. 

Es handelt sich hier um die 1,2-Naphtochinonsulfon- 
siiure (4) von der Formel 

CO 
NCO 
SO.H, 
die von O. N. Witt!) durch geeignete Oxydation der Amino- 
naphtolsulfosiure 


OH NH, 
SNH, 
| |. | 


hergestellt ist, und deren eminente Reaktionsfaihigkeit Witt, 
Boninger?) und mehrere andere bereits erkannt haben. 
Durch Reduktion geht die Saure in das entsprechende farblose 
Htydrochinonderivat tiber 
OH 
ork 
SO,H, 
das bereits von Boninger (I. ¢.) beschrieben ist. Entsprechend 
der groBdn Reduktionskraft gewisser Zellen wird die Saure 
auch im Organismus zum grobten Teil reduziert. 
Das uns zur Verfiigung stehende Priiparat’ war das 


Natriumsalz 
0 
| 
\ 
5O0,Na 
und stellte ein goldgelbes, in Alkohol schwer, in Wasser ziemlich 
leicht lésliches Pulver dar, das relativ geringe Toxizitit besitzt. 


') Berichte der Deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 24, 5. 3163. 
*) Berichte der Deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 27, S. 25. 
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Die Kuppelungsfiihigkeit der Naphthochinonsulfosiure jn 
neutralen und verdiinnten Losungen ist eine auberordentlich 
grofe, Nur einige wenige dieser synthetischen Vorgiinge sind durch; 
die in der Literatur vorhandenen Angaben klargelegt. Es handel 
sich zuniichst besonders «um Kuppelungen mit solchen Ver- 
bindungen, die eine aromatische, primiire Aminogruppe besitzen, 
als deren Typus wir das Anilin wihlen. Vermischt man eine 
wiisserige LOsung von Anilin (1: 10000) mit einer ebensolchen 
von naphthochinonsulfonsaurem Natrium, so tritt sofort eine 
feuerrote Féllung auf, die der bildung von Anilinonaphtochinon 
zuzuschreiben ist: 


() () 
| | + NaHSO, 
SO,Na N 
C,H, 


Die Kondensation erfolgt also unter Ausstofung des Schwefel- 
siiurerestes aus dem Naphtalinkern, ein Zeichen fiir die grote 
Aviditiit, mit der die Verbindung sich bildet. Noch bei einer 
Verdiinnung 1 Anilin : 300000 Wasser erfolgt die Bildung eines 
Niederschlages, wihrend eine ROtung noch bis zu 1: 1000000 
uftritt. 

Die Reaktion bleibt) nach unsern bisherigen Versuchen 
nur dann bet aromatischen Aminen aus, wenn eine Mehrzal| 
stark negativer Gruppen im Benzolkern vorhanden ist, wie beim 
Trinitroanilin, Tribromanilin usw. Dagegen ist festgestellt 
worden, dafi auBer dem Anilin und seinen Homologen, z. B. den 
Toluidinen, auch die Karbonsiiuren (Anthranilsiiure, m-, p-Amino- 
benzoesiiuren), Sulfonsiiuren, Diamine (Dimethyl -p-phenylen- 
diamin, m-Toluylendiamin), Aminoderivate des Naphthalins und 
deren Sulfonsiiuren, kurz eine ungeziihlte Schar von Verbindungen, 
wie man dies schon aus Untersuchungen Boningers folgern 
konnte, sich paaren lassen. Bei den Derivaten der Monamine 
ist die Farbe des Niederschlages meist orange, wiihrend die 
Anwesenheit einer p-Stellung befindlichen Dimethylamino- 
gruppe einen Farbenumschlag in violett bewirkt. 

Die entstehenden Kondensationsprodukte sind fiir gewohn- 
lich unldslich. Eine im Molekiil vorkommende saure Gruppe 
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(COsH, SO,H) macht in Alkali léslich, eine basische, besonders 
die Ammoniumgruppe, bewirkt Siiureloslichkeit. 

Kine zweite Klasse von Verbindungen, welche mit der 
Naphtochinonsulfosaure Kondensationsprodukte gibt, ist die Gruppe 
der sogenannten «sauren Methylenverbindungen». Unter diesen 
versteht man solche organische K6rper, die zu beiden Seiten 
der CH,-Gruppe negative Radikale, wie — CN, — COOC,H,, 
—CO-NH,, — C,H,, —CO-COH, ete. haben. In diesen Sub- 
stanzen ist der Wasserstoff der CH,-Gruppe sehr beweglich. So 
erhiiit man z. B. aus Acetessigiither CH, —CO—CH, —CO,C,H, 
und salpetriger Siiure (HO—NO) unter Wasseraustritt die [so- 
nitrosoverbindung 


cH, 


NOH 
mit Diazobenzol (C,H,NH — NO in tautomerer Form) ebenfalls 
unter Wasseraustritt 
CH, — CO — € — CO,C,H, : 
N- NH — C,H, 


und mit Nitrosodimethylanilin!) NO - C,.H,N(CH,), nach derselben 
Reaktion ein Azomethin 
CH, — CO — — CO,C,H, 
N - C,H,N(CH,),- 
Auch in anderer Weise vermégen solche Methylenver- 
bindungen noch Kondensationen einzugehen, so entsteht aus 
Benzaldehyd und Malonsiiureester : 


Alle diese Kondensationen gehen in alkalischer LOsung 
vor sich. Auch mit unserer Siiure und Methylenverbindungen 
lassen sich mit der gréSten Leichtigkeit Kondensationsprodukte 
erhalten, und zwar am besten in Gegenwart von etwas Soda, 
notigenfalls durch schwaches Erwiirmen. Die hierbei auftretenden 


1) P. Ehrlich und F. Sachs. Berichte der Deutsch. chem. Ges.. 
Bd. 32, S. 2341. 
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Farbniiancen sind viel tiefer und mannigfaltiger als bei den Deri- 
vaten der Amine (cf. unten). Erwihnen modchten wir noch. 
dais Liebermann (z. B. Berichte der Deutschen chemischen 
Gesellschaft 31,2906) Farbenreaktionen beschrieben hat, die 
vielleicht mit den von uns beobachteten in genetischem Zu- 
sammenhang stehen, indem er konstatierte, dafi sich a@- und 
B-Naphtochinon, wie deren Halogenderivate, beispielsweise mit 
Natriummalonester unter Bildung von vergiinglichen Farben 
vereinigen. Wir glauben, dafi die Naphtochinonsulfosaure zur 
Isolierung derartiger Kondensationsprodukte weit geeigneter 
ist, als die Ausgangsmaterialien, die Liebermann benutzte, 
vor allem auch, weil sie in Wasser loéslich ist. Im Anschluj 
an die Reaktionsfiihigkeit der Methylenverbindungen sei 
erwiihnt, dafii Resorein und Phloroglucin§ sich ebenfalls mit 
Naphtochinonsulfosiiure kombinieren; wir glauben némlich, dal} 
diese beiden Phenole hier wie des Oftern in der tautomeren 
Form als 


CH, CH, 
CH/ NCO CO” 
CH\_/ CH, CH,\_/ CH, 

CO CO 


reagieren, 

Auberdem reagieren aber noch eine grobe Zahl von andern 
Verbindungen, so aliphatische primiire Amine, Methylamin, 
Camphylamin. Die Reaktion diirfte hier, ebenso wie bei den 
Aminen der aromatischen Reihe, d. h. unter Azomethinbildung 
verlaufen. Schwieriger zu erkliiren ist die Tatsache, dab auch 
sekundiire Amine, Piperidin, Diamylamin, Methylanilin usw., 
Farbenreaktionen geben. Hier wird erst die chemische Analyse 
AufschluB geben konnen, ob sich die Reaktion zwischen mole- 
kularen Mengen der Komponenten abspielt, oder ob 2 Mole- 
kiile Amin mit einem Molekiil Siiure zusammentreten, sowie 
ob etwa unter Beibehaltung der SO,H-Gruppe der Aminrest in 
den Kern eintritt. Auf die Anwesenheit einer NH-Gruppe_ ist 
wohl auch die Reaktionsfiihigkeit einer Reihe von Alkaloiden 
zuriickzufiihren, so z. B. von Nicotin. 
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Farbe in Sodalésung 


mit Essig- 


| versetzt 
Nitromethan blau- tief- 
CH. NO, violett | violett 
frinitro- CH: / 4.6 braun braun- ~braunrot | rotgelb 
toluol (NO,)s rot | 
gelb | thet lb 
CH, — CO — CO,C,H, griin a 
| gelb | tiefer hellgelb 
(CH, - CO),CH, | braun | 
SCH, |gelbbraun) braun tiefer | gelb 
aceton C,H, —C 107 | 
| gelh |OT@MSC-|  ticter hellgelb 
(CO,C,H, — CH, — COQ), CH, rot | | 
Aectessig cH, | gelbrot jorange- liefer | hellgelb 
ester CO,C,H, 4 | ; rot 
Benzoyl braunrot | braunrot | gelb 
essigester CO, a 
) SOXV- 6 } 
ben nzom | 
CH, | rot | hellgelb 
amid | rot jv iole tt 
Phenylpyrazolon blaw h gelbrot 
blau 
Methy!phenylpyrazolon blau- blau- | velbrot 
griin griin grin | 
Rhodaninsiiure rotbraun | blau-| Nieder- 
i violett | violett scblag 
{esorein olivgriin violett gelbrot 
schwarz 


Phloroglucin 


Die gesperrt gedruckten 


braun- | braun- 
braun 
violett | schwarz 


celb 


Farben sind besonders intensiv. 


|_ 
¥ 
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Damit ist aber die Reihe der reagierenden Substanzey 
noch immer nicht erschOpft: eine grofbe Zahl anderer orea- 
nischer Korper, Pepton, Tyrosin, Harnsiure geben rasche und 
starke Reaktion in Sodalésung, die noch einer Riickfithrung 
auf bestimmte Gruppen bedarf. Es wird daher auch nicht 
Wunder nehmen, dafi auch der Urin, wenn er mit Soda ver- 
setzt ist) und naphtochinonsulfonsaures Natrium  hinzugefiigt 
wird, schnell eine dunkle Farbe annimmt: beim Siittigen mit 
Ammoniumsulfat filltdann nebenden andernaus salzbaren Korpern 
die Farbsubstanz als orangerotes Produkt so gut wie quanti- 
tativ aus. Es ist allerdings noch fraglich, ob bei der so multiplen 
Reaktionsfihigkeit der Naphtochinonsulfosiiure diese Harnreak- 
tion zu einer praktisch verwertbaren ausgearbeitet werden kann. 

Ks wird immer ein grobes Interesse haben, Farbstoffe 
herzuleiten, in denen ein stark wirkender Rest enthalten ist, 
weil moglicherweise in einem Teile dieser Derivate toxische 
Wirkung erhalten sein konnte und damit die Moglichkeit go- 
geben wiire, durch biologische und mikroskopische Untersuchung 
den Zusammenhang zwischen Verteilung und Wirkung genau 
zu verfolgen, cine Forderung, deren allgemeine Bedeutung oline 
weiteres ersichtlich ist. solcher Absicht hat schon vor 
langerer Zeit’ der eime von uns (E.) mit Kinhorn!) Unter- 
suchungen mit dem Farbstoff angestellt, der aus diazotiertein 
Aminococain durch Kuppeln mit B-Naphtol entsteht, und der 
noch aniisthetische Wirkung besitzt. 

Wir sind zuniichst bei einer vorliufigen Untersuchung zu 
dem Resultat gekommen, daB es drei Moéglichkeiten gibt, zu 
neuen Kombinationen aus Alkaloiden zu gelangen, némlich 
zwei von der Naphthochinonsulfosiiure aus: 

1. Man kondensiert hydrierte Basen, die noch ein Imid- 
wasserstoffatom besitzen, wie Piperidin, Nicotin ete., 

2. Man stellt Aminoderivate dar, die die NH,-Gruppe im 
aromatischen Kern, z. B. in einer Benzoylgruppe haben, und 
kombiniert, wie eingangs geschildert. 

Die dritte Methode, welche wir fanden, fiihrt zu schon- 
blauen Farbstoffen, sie ist wohl auf Indophenolbildung zuriick- 


') Berichte der Deutschen chem. Gesellschaft 27, 1870. 
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zuttihren. Als besonders geeignet hierfiir erwiesen sich zwei 
Korper, die den Brenzkatechinrest enthalten, nimlich Adrenalin 
und Apomorphin. Wie bekannt reagieren im allgemeinen aroma- 
tische Verbindungen mit zwei orthostiindigen Hydroxylgruppen 
auberordentlich schlecht bei der Indophenolbildung, mit Aus- 
nahme des 1,2-Naphtohydrochinons: 
OH 
OH 

Kinen neuen Weg schien die Beobachtung Nietzkis zu 
zeigen, welcher fand, daB aus Pyrogallussiiure und Dimethyl- 
phenylendiaminthiosulfosiiure ein Methylenblaukorper  entsteht, 
wenn man die Komponenten in stark alkalischer LOsung durch 
Luftsauerstoff oxydiert. In der Tat konnten wir uns davon 
iiberzeugen, dab bei solcher Oxydation eines Gemenges von 
und Brenzkatechin, gelost 
in Natronlauge, sich ein blauer Farbstoff bildet, der durch vor- 
sichtiges Ansiiuern mit Essigsdiure in ganz unloslicher Form 
ausgefillt wird. Genau das gleiche Resultat erhielten wir beim 
Adrenalin und Apomorphin: eine eingehendere Untersuchung 
dieser Farbstoffe behalten wir uns noch vor. 

Eine iiuberst lehrreiche Illustration zu dem Kapitel von 
Verwandtschaft zwischen chemischer Konstitution und Ver- 
teilung ergab das Studium zweier sich aus der Naphthochinon- 
monosulfosiiure und -disulfosiiure ableitenden Farbstotfe. Diese 
beiden Substanzen paaren sich, wie aus der Patentliteratur 
bekannt ist, leicht mit der schon oben erwahnten Dimethyl- 
phenylendiaminthiosulfosdure, welche sich aus dem Oxydations- 
produkt aus Dimethyl-p-phenylendiamin und unterschwelliger 
Siiure in statu nascendi bildet, zu violetten Farbstoffen. Der 
aus der Paarung der Naphtochinondisulfosiure mit) der Thio- 
sulfosiiure resultierende Farbstoff hat die Konstitution: 


0 
oii 


$0,Na 


3/2 


S0,Na 
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und die Eigentiimlichkeit, leicht unter Abspaltung von schwef- 
liger Sdure in ein Thiazinderivat: 

Q 
On 


iberzugehen. Dieser Farbstoff, der durch Vermittelung der 
beiden in ihm enthaltenen Séurereste l6sliche Alkalisalze bildet. 
besitzt nur geringe Toxizitaét, sodaB man den Versuchstieren 
viel Farbstolf injizieren kann. Werden 50—S80 ccm einer 29/oigen 
Losung dieses Farbstoffes einem groBen Kaninchen langsam 
injiziert, so fiirbt sich die Haut des Tieres dunkel, wiihrend 
Leber und Niere fast schwarz werden, die bindegewebe nelmen 
eine dunkelblaue Fiirbung an. Die Knorpel sind schwach ge- 
fiirbt, die Muskeln grtin, der Harnsatz und die Galle zeigen 
dunkle Fiirbung. Bauchspeicheldriisen, Fett, Speicheldriisen und 
Nervensystem sind frei von Firbung. Bemerkenswert ist, dat) 
die kleinsten Gallenkapillaren mit dem Farbstoff prall angefiillt 
waren und man Bilder erhilt, die wohl von keiner andern 
Methode erreicht werden. An Schnittpraparaten kann man sie 
leicht darstellen, wenn man kleinste Stiickchen in absolut wasser- 
freiem Ather hiirtet, in Paraffin einbettet und die Schnitte unter 

Vermeidung von Wasser durch Toluol in Balsam wtberfiihrt. 
Wenngleich der injizierte Farbstoff violett erscheint, fiirbt 
er die Bindegewebe blau. Dieses Blau verhiilt sich in seinen 
Reaktionen z. Bb. gegen Salzsiiture anders wie das Ausgangs- 
material und muf als ein Umwandlungsprodukt dieses aufgefalt 
werden, das wohl mit Sicherheit als der schon oben erwiihnte, dem 
Methylenblau entsprechende Thiazinfarbstoff anzusprechen ist. 
In scharfem Gegensatze zu diesen Resultaten stehen die, 
welche durch Einspritzung des von uns durch Paarung gleicher 
Molekiile der) Naphtochinonmonosulfosiiure und der Thiosulfo- 
siiure des Dimethylphenylendiamins dargestellten Farbstoffes 
erziell wurden. Dieser Farbstoff war von dem cben— schon 
beschriebenen chemisch insofern verschieden, als die Sulfon- 
gruppe im zweiten Naphthalinnucleus fehlte. Er ist purpurviolett, 


SO,N 


N(CH), 


‘ 
Se 
cat 
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echwer léslich und stiirker toxisch als der erstere. Er ergab, 
in einer Lo6sung Kaninchen injiziert, ein ganz anderes Bild als 
das Indochromogen. Das Fett war purpurrot gefiirbt, die Bauch- 
-peicheldriise erschien purpurfarben, die graue Substanz des 
Nervensystems tief purpurfarben, wiihrend die bindegewebe 
leicht violett gefairbt waren. 

Der fundamentale Unterschied in der Verteilung kann nur 
darauf bezogen werden, dai der erste Farbstoff einen stabilen 
Sulfonsiiurerest hat, welcher ihm die Eigenschaft eines sauern 
Farbstofis verleiht, welcher entsprechend dem von Ehrlich er- 
wiesenen Gesetz Neuro- und Lipotropie ausschliebt. Dagegen 
ist es kaum zweifelhaft, dab die Fiirbung von Hirn und Fett 
nicht durch den eingefiihrten Farbstoff, welcher ja als eine 
Thiosulfonsiiure sauren Charakter besitzt, erfolet, sondern durch 
das weit mehr toxische Umlagerungsprodukt, dem die Konstitution 

QO 


zukommt. Es ist auffallend, dab bei beiden Farbstoffen die 
Umlagerung der Thiosulfonsiiure in Korper der Thiazinreihe, 
welche im Reagensglas nur durch ziemlich eingreifende Agentien 
zu erreichen ist, so auberordentlich leicht erfolgt: es handelt 
sich hier vermutlich um katalytische, die Reaktion beschleunigende 
Einfliisse der Parenchyme. 

Das geschilderte Verhalten liefert nun ein auberordentlich 
elegantes Mittel, um die Verteilung der verschiedensten aro- 
matischen Amidokérper und deren Derivate, die wir oben kurz 
skizziert haben, innerhalb des Organismus verfolgen zu kOnnen. 
Da der eine von uns (H.) schon eine grobe Reihe derartiger Ver- 
suche angestellt hat und dieselben nach konstitutionschemischen 
Prinzipien zu erweitern gedenkt, begniigen wir uns heute nur 
mit einem Beispiel. 

Injizier’ man einem Tier Anilin subkutan und totet es 
bel ausgesprochener Vergiftung, so gelingt es auberordentlich 
leicht. durch Bestreichen der Organe mit einer frisch bereiteten 
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Losung von Napthochinonsulfosdure das Anilin nachzuweise), 
Blutreiche Organe, deren Kigenfarbe eventuell geringe Spuren yoy, 
Gelbfirbung verdecken kénnte, kOnnen ruhig gekocht werdey, 
Is werden dann nach dem Abkiihlen frisch angelegte Schnitt- 
fliichen mit dem Reagens bestrichen und der Uberschuf dey 
Farbl6sung schnell mit) Filtrierpapier abgetrocknet. Die ent- 
stehende Rot-orange-Fiirbung gibt ein quantitatives Mal} des 
Anilingehalts. Auf diese Weise kann man das Anilin in Leber. 
Herz, Skelettmuskeln in quantitativer, ungleicher Verteilung 
nachweisen. Das Gehirn enthiilt sonderbarerweise nur relatiy 
geringe Mengen. Ebenso wurde auch versucht, die Verteilung 
der Naphtochinonmonosulfosiure im Organismus zu eruieren, 
jedoch waren hier die Ergebnisse sehr wenig befriedigend, indein 
die Sehnittfliichen der Organe nach der Bepinselung mit einem 
eecigneten Amin keine Verfiirbung erkennen liefen. Als Ursache 
dieser Erscheinung zeigte sich, dab sich durch die Reduktions- 
kraft der Gewebe aus dem Naphtochinon die Hydrochinon- 
verbindung gebildet hatte, die nicht mehr fihig ist, sich mit 
dem Amin zu kuppeln. Diese Ermittelung wurde dadurch er- 
moglicht, dab man unter gewissen Kautelen die Orangefiirbung 
doch erzielen konnte, wenn durch eine zwischengelegte Oxydation 
mit Persulfat das Hydrochinon in die reaktionsfiihige Chinon- 
stufe tibergefiihrt wurde. Es trat tibrigens auch bei diesen 
Versuchen die starke Oxydationswirkung des Hydrochinons 
dadurch zutage, dab das Blut starke Methimoglobinfarbung 
zcigte. Ein kleiner Teil des injizierten Naphtochinons  gehi 
iibrigens in das Harnsekret iiber und kann daselbst durch Anilin 
leicht nachgewiesen werden. Nach diesen Versuchen war die 
Aussicht, innerhalb des Organismus Anilin und éhnliche Stotie 
durch Zuftihrung von naphtochinosulfosaurem Natron zu eni- 
giften, eine auberordentlich geringe. Kaninchen, denen subkutin 
orthoamidosaures, naphtylaminsulfosaures, sulfanilsaures Natron 
zugefiihrt wurde, zeigten zwar nach intravendser Injektion you 
naphtochinonsulfosaurem Salz um die Injektionsstellen herum 
charakteristische Fiirbung, jedoch lieBen sich keine Anhaltspunkt¢ 
gewinnen, die dafiir sprachen, daf innerhalb der Parenchyme 
sich ein Kuppelungsvorgang abgespielt hiitte. Dies war auch 


hae 
: 
| 
is 


Uber einige Verwendungen der Naphtochinonsulfosiure. 


dann nicht der Fall, wenn beide Komponenten intravends injiziert 
wurden, selbst auch dann nicht, wenn nicht das freie Amin, 
sondern seine Sulfosiiure gewiihlt wurde. 

So wurde einem kleinen Hunde 1,5 g sulfanilsaures Natrium 
in 100 cem einer O0,85°/oigen Kochsalzlésung in die linke, 
(00 cem einer 1°/oigen Losung von naphtochinonmonosulfo- 
saurem Natrium in die rechte Schenkelader eingespritzt. Die 
Lisungen gelangten auf diese Weise gleichzeitig in die Blut- 
balin, doch wurden die Injektionen — jedesmal 10 cem — 
abwechselnd und mit Zwischenritumen von je 2—3 Minuten 
yvorgenommen. ‘Toxische Symptome waren in ausgesprochener 
Weise nicht bemerkbar. Nach Schluf der Injektionen wurde 
das Tier gedffnet und untersucht, doch fanden sich siimtliche 
Qrgane frei von Fiirbung, mit Ausnahme der Niere, die eine 
obertliichliche rote Fiirbung, besonders in der markigen Partie 
zeigle. Dagegen war der Urin und die Galle von tiefroter Farbe. 

Das Interessante dieses Experimentes liegt in der Tat- 
sache, dab, wenngleich die Parenchyme des Organismus frei 
von Farbstoff waren, doch in bestimmten Sekreten Farbstoff 
nachweisbar war, der wohl erst sekundiir in dem Sekret durch 
den Zusammentrilt beider Komponenten entstanden war. Es 
scheinen deshalb dieselben nicht in der gleichen Weise von 
den Zellen sezerniert zu werden. 

Wir versuchten nun auf einem nicht ganz fernliegenden 
Wege, dem Problem der gezwungenen intravitalen Synthese 
niher zu treten. Wie bekannt, nimmt die Giftigkeit der meisten 
Substanzen durch eine Haufung von Schwefelsiiuregruppen ab. 
Dies ist auch der Fall bei einer zweiten Substanz, die wir priiften, 
nimlich der Naphtochinondisulfosiiure, von der Konstitution: 
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Das Salz dieser Séiure ist weit weniger toxisch als das 
vorhergehende und im Gegensatz zu demselben nicht mehr 
Methiimoglobiniimie erzeugend. Seine Kuppelungsfiihigkeit gegen- 
liber Aminen und Aminderivaten ist die gleiche, nur sind auch 
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die Reaktionsprodukte, selbst wenn sie sich von den einfachey 
Aminen ableiten, alkali-loslich, da sie durch die in der Stellunse 
6 stehende und bei der Kombination nicht eliminierbare Sulfo- 
siiuregruppe den Charakter einer starken Farbstofisiure besitzey, 
Dementsprechend waren auch die Resultate, die mit dieser Ver- 
pindung erzielt wurden, etwas giinstiger. 

Sehr befriedigend verliefen die lokalen Versuche. — Fiiy 
die Kuppelung innerhalb des Organismus erwies sich = Anilin 
als ganz ungeeignet, offenbar weil das Disulfonat und das Anilin 
sich in ganz andern Zellbestandteilen speichern und daher dic 
Voraussetzung der Kuppelung, die gleichzeitige Anwesenheii 
der beiden Komponenten an demselben Ort, nicht effektuier 
wurde. Wir wiihlten aus diesem Grunde zu den Paarungs- 
versuchen Aminosiiuren, da wir voraussetzten, dab diese gtinstigere 
Vertetlungsbedingungen bieten wiirden. Gleichzeitig verwandteu 
wir, um ganz sicher zu sein, zwei verschiedene Substanzen, 
niimlich amidobenzosaures und g-naphtylaminsulfosaures Natron, 
Die Injektion erfolgte doppelseitig und abwechselnd. Es zeigic 
sich in der Tat, da’ die Mehrzahl der Organe, insbesondere 
Leber, Niere, vorziiglich Nierenmark, Muskeln, nicht aber Gehiri. 
gelblich-rosa gefiirbt waren. Es war also in diesem Falle eine 
Svnthese erfolet, aber die Vereinigung war nur ganz partic! 
eeschehen. Dies wurde dadurch bewiesen, wir die eni- 
sprechenden Mengen der Losung vor der Injektion mischten, 
wobei sofortige und intensive Farbsynthese eintritt, und diese 
Farblosung injizierten. Die resultierende Koérperfarbung war 
von demselben Verteilungstypus, aber unvergleichlich viel starker 
als beim vorhergehenden Versuche der getrennten Injektion der 
beiden Komponenten. 

Diese Versuche werden mit einigen andern Naphtochinon- 
derivaten fortgesetzt. 


Die Endprodukte der Selbstverdauung tierischer Organe. 
(Erste Mitteilung). 


Von 
P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhiuser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 190+.) 


Durch die Arbeiten von Salkowski, Hedin, Rowland, 
Jacobi und andern ist es erwiesen worden, dafi den meisten 
lierischen Organen und Geweben eine eiweifspaltende Eigen- 
<chaft zukommt. Die Methoden von Kossel und Fischer 
haben es ermodglicht, die Spaltungsprodukte der Eiweibkorper 
zu trennen und zu identifizieren. Damit ist das Studium der 
chemischen Vorgiinge bei der Autolyse tiberlebender Organe 
erleichtert worden. Nun scheint man berechtigt, anzunehmen, 
dali der Chemismus des Stolffwechsels im Leben jenem bei der 
Autolyse iihnlich ist. Eine vergleichende Untersuchung der 
Endprodukte der Selbstverdauung verschiedener Organe konnte 
deswegen dazu dienen, um die Abhiingigkeit der Funktion 
vorn Stoffwechsel zu erkliiren. Die vorliegende Arbeit ist mit 
dieser Absicht unternommen worden. Zwar sind in den letzten 
Jahren mehrere Untersuchungen in dieser Richtung erschienen, 
doch sind nicht alle Organe untersucht, und nicht in allen Fallen 
sind die genauen Methoden von Fischer angewandt worden. 


A. Pankreasautolyse. 

Die Produkte der Pankreasautolyse sind sehr eingehend, 
hauptsichlich von Kutscher, untersucht worden. Die folgenden 
Substanzen sind von diesem Forscher  identifiziert worden: 
(ruanin, Adenin, Xanthin, Hypoxanthin, Histidin, Arginin, Lysin, 
Leucin, Tyrosin, Asparaginsiiure, Glutaminsiiure, Ammoniak. 
Auferdem ist von mir das Vorkommen von Uracil erwiesen 
worden. In dieser Ubersicht bemerkt man das Fehlen der 
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mederen Aminosiuren. Nun aber unterscheiden sich die meistey 
Kiweibkorper von einander gerade in ihrem Gehalt an Glykokoll, 
Alanin und Aminovaleriansiiure. Es wurde deswegen bei dep 
Untersuchung der Pankreassautodigestion die Hauptaufmerksam- 
keit diesen Substanzen gewidmet. . 

Die Driisen wurden sorgfiiltig von fremden Gewebsteilen 
befreit, gehackt, mit einer 0,5°/oigen LOsung von Natriumkarbonat 
aufgenommen und nach Zusatz von Toluol tind Chloroform 24 
Stunden stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde kolier 
und nach weiterem Zusatz von Toluol und Chloroform 10 Monate 
der Selbstverdauung tiberlassen. Das Verdauungsprodukt reagierte 
dann schwach sauer auf Lackmus, es wurde dann genau neutrali- 
siert und auf dem Wasserbade eingeengt. Es schied sich dabei ein 
Koagulum ab. Das Filtrat von diesem wurde zur Trockne 
eingedampft und diese Operation nach Zugabe von Alkoho! 
mehrere Male wiederholt, um die Reste des Wassers mieglichist 
zu verjagen. 

Beim Erkalten erstarrte der Riickstand zu einer ganz 
harten Masse. Diese behandelte man mit absolutem Alkoho! 
und trockner Salzsiiure nach dem Verfahren von E. Fischer, 
um die Ester der Aminoséuren zu erhalten. Die Darstellung 
der freien Ester wurde auch nach Fischers Methode ausye- 
fihrt. Die Ester wurden in einem Versuche bei 8 mm Druck 
frakioniert, im anderen bei 10 mm. Die Destillation begann 
bei etwa 55° C. und ergab die folgenden Fraktionen. 


Fraktion unter 65°C. = 5 g 
I. > 65° bis 80° » = 16 
Ill. 80° » 90° » = 165> 
lV. > Qe » 100°» => 8 » 
V. 100° » 130°» = 11,5> 
VI. > 30° » 360°: = 6 


Die Fraktionen unter 100° C. wurden alle in gleicher 
Weise behandelt, niimlich mit siedendem Wasser verseift und 
zur ‘Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit der zur 
Losung eben ausreichenden Menge siedenden Wassers— aul- 
genommen. Beim Erkalten schied sich ein Niederschlag aus, 
das Filtrat gab nach Zusatz von Alkohol einen zweiten Nieder- 
schlag und das Filtrat vom alkoholischen Niederschlag bildete 
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wieder eine Ausfiillung nach Zusatz von Ather. Jeder der 
Niederschlage wurde wiederholt in derselben Weise behandelt, 
bis eine Trennung der Siiuren erreicht war. 
Fraktion unter 65— 80° 

bestand hauptsaichlich aus Alanin und Aminovaleriansiiure. 
Beim Trennen des Alanins von der Aminovalerinsiiure kann 
man sich bis zu einem gewissen Grade des Geschmackes der 
zwel Substanzen bedienen. Die eine niimlich schmeckt sib, 
die andere bitter. Nun soll aber nach Fischer auch die 
a-Aminovaleriansiiure einen siiben Geschmack besitzen, und es 
wird darum eine genauere Untersuchung erforderlich werden, um zu 
entscheiden, ob die Aminovaleriansiiure, die bei der Selbstverdau- 
ung von tierischen Geweben entsteht, auch zu der a-Reihe gehort. 

Das aus dieser Fraktion erhaltene Alanin hatte den 
Schmelzpunkt 293° C. (unkorr.) und gab bei der Analyse die 
folgenden Zahlen: 

01072 ¢ der Substanz gaben 0.1578 ¢ CO, und 0.0781 H,0. 


Fiir berechnet Gefunden 
C = 40,45 °%o 44),25° Jo 
H = 7,87°/o 8,09° 


Fraktion 80—90° C, 
bestand aus Leucin, Aminovaleriansiiture und Alanin. Die 
| Aminovaleriansiiure wurde aus dem alkohotischen Niederschlage 
a durgestellt. Sie gab bei der Analyse die folgenden Zahlen: 
0.1400 der Substanz gaben 0.2621 CO, und 0,1225 ¢ H,0O. 


Fir CSH,,O,N berechnet Gefunden 
C= 51,28 21,06 
H = 9,40°%o 9,63 °/o 


Fraktion 90—100° C. 

Aus dieser Fraktion wurde das Leucin erhalten. Es 
kristallisierte aus Wasser in perlmutterglanzenden Schuppen 
und hatte den Schmelzpunkt: 295° C. 

0.1814 ¢ der Substanz gaben beiVerbrennung 0,3640 g CO, und 0,1690 g H,O. 


Fir C,H,,0,N berechnet Gefunden 
C = 54,96°/o 54,72 jo 
H = 9,92°o 10,35 °/o 


Die a-Pyrrolidinkarbonséure konnte nicht mit Sicherheit 
aufgefunden werden. Zu ihrer Darstellung wurden alle Fraktionen 
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unter 100°C. nach dem Verseifen und Kindampfen zur Trockne 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholischen Ausziige 
wurden unter vermindertem Druck zur Trockne eingedampt 
und wieder mit siedendem absoluten Alkohol extrahiert; die 
alkoholische LOsung wiedef bei vermindertem Druck zur Trockne 
eingedampft. Der Riickstand diente zur Darstellung der Kupfer- 
salze. Das alkoholunlésliche Salz, aus Wasser umkristalli- 
siert, besaB nicht die Eigenschaften der inaktiven Pyrrolidin- 
karbonsiiure. Der alkoholl6sliche Teil wurde in Wasser gelist. 
vom Kupfer durch Schwefelwasserstoff befreit und eingedampft. 
Der Riickstand wurde mit kleinen Portionen siedenden Alkohols 
wiederholt extrahiert. Die Ausziige wurden dann vereinigt 
und tiber Sehwefelsiiture bet vermindertem Druck stehen ge- 
lassen. Es schied sich ein Niederschlag aus. Mit Alkoho! 
gewaschen, in Vacuo tiber Schwefelsiiure und endlich im Toluo!- 
bad getrocknet, zeigte die Substanz den Schmelzpunkt 285° C.. 
demgemiih also war sie nicht die aktive Pyrrolidinkarbonsiiure. 
Die Analyse ergab die folgenden Zahlen : 


0.0568 ¢ der Substanz gaben 0.1153 ¢ CO, und 0,0498 g¢ H,O 


Berechnet fiir CSH,NO, fiir C,H,,NO, Gefunden 
C= 52,18 54.96 0 9/9 
H = 7,83°%o 9,95 9,740 


Fraktionen 100—130° und 130—150° C, 


Diese Fraktionen wurden in Ather gelést und mit Wasser 
wiederholt im Scheidetrichter ausgesehiittelt. Die iitherischen 
Losungen wurden mit konzentrierter Salzsiiure bet Zimmer- 
temperatur stehen gelassen, bis der Ather verdunstet war, dann 
auf dem Wasserbade eingedampft. Beim Erkalten schied. sich 
eine kristallinische Masse aus, die vom anhaftenden Ol ab- 
filtriert’ und mit iiberschiissigem Ammoniak auf dem Wasser- 
bade eingedampft wurde. Der Riickstand konnte leicht aus 
Wasser umkristallisiert werden. Das Priiparat war nach zwel- 
maligem Umkristallisieren aus Wasser analysenrein. 

0.1374 ¢ der Substanz gaben 0,3313 ¢ CO, und 0.0855 g H,O 
Fir C,H,,O,N berechnet Gefunden 
C = 65,46°/o 65,75 
H = 6,66°%> 
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Die wasserléslichen Teile wurden mit Barythydrat verseitt 
undabkiihlen gelassen. Dabei schied sich das Baryumsalz der As- 
naraginsiiure aus, dieses wurde abfiltriert, das Filtrat vom Baryum 
durch Schwefelsiure befreit, bet vermindertem Druck stark ein- 
seengt und in der Kilte mit trockener Salzsiiure gesittigt. Es 
schied sich dabei die salzsaure Glutaminsiiure aus. Diese zwei 
Sjiuren wurden nicht weiter untersucht, da ihr Vorkommen bei 
der Pankreasautolyse schon von Kutscher festgestellt war. 

Ks ist also erwiesen, dab bei der Selbstverdauung der 
Pankreasdriise aufer den sehon bekannten Aminosiiuren auch 
Alanin, Aminovaleriansiure und Phenylalanin vorkommen. 


Pyrimidinbasen. 

Es ist von mir schon frither angegeben worden, dah bei 
der Pankreasautolyse Uracil vorkommt. Zur Zeit jener Beob- 
achtung war es unbekannt, dab man bei der Hydrolyse der 
Pankreasnucleinséiure durch Mineralsiituren auch Uracil gewinnen 
kann. Ich habe dann die Vermutung ausgesprochen, dal} das 
Uracil aus Thymin durch Enzymwirkung gebildet werde. Diese 
Hypothese bedurtte weiterer Untersuchung. Zu dem Zweck 
wurden weitere Versuche gemacht, die Pyrimidinbasen zu isolieren. 
sie wurden nach der Methode von Kossel-Jones mit Silber 
und Barvt niedergeschlagen und in tiblicher Weise behandelt. Es 
kristallisierte aus verdiinnter Schwelelsaéure eine Substanz von 
dem Aussehen des Uracils, doch konnte man mikroskopisch 
auch Wristalle von schwefelsaurem Cytosin erkennen. Aus der 
wisserigen Losung der Substanz bildete sich durch Pikrinsiiure 
ein Niederschlag; dieser hatte aber nicht die Zusammensetzung 
des Cytosins. Aus dem Filtrate vom pikrinsauren Niederschlag 
konnte wieder nur Uracil dargestellt werden. Um zu entscheiden, 
ob die Pankreasenzyme das Thyrain in Uracil umwandeln kénnen, 
wurden 4 g Thymin in 400 cem einer 0,5°/oigen Natronkar- 
honatldsung aufgenommen, mit 300 cem eines wirksamen 
Vankreasextraktes vereinigt und nach Zusatz von Toluol und 
Chloroform 11 Monate der Verdauung iiberlassen. Nach dieser 
Zeit wurden die Pyrimidinbasen in iiblicher Weise niederge- 
schlagen. Nur Thymin konnte nachgewiesen werden und zwar 


x 
7 


398 P. A. Levene. 


wurden 2,5 g wiederaufgefunden. Als Kontrolle diente 
Mischung von 300 ccm von demselben Pankreasextrakt und 
4) cem einer O,5°oigen Natriumkarbonatlosung. Aus dieser 
Mischung konnten keine Pyrimidinbasen isoliert werden. 

Man kann also gegenwirtig keine befriedigende Aufkliirung 
dartiber geben, weshalb bei der Hydrolyse der Pankreasnucleiy- 
siure durch Schwefelsiure hauptsachlich Thymin, bei der Selbst- 
verdauung der Driise hingegen Uracil in tiberwiegender Quan- 
litat gebildet wird. 

B. Leberautolyse. 


Kine von den wiechtigen Funktionen der Leber ist die 
synthetische Bindung des Glykokolls an die Gallensiiuren. Es 
schien nun von Interesse, den Ursprung des Glykokolls aufzu- 
kliren. A priori konnte man seine Bildung aus der Korper- 
substanz der Driise annehmen, es ist aber auch moglich, dal) 
das Material dazu vom blute zugefitihrt wird. Jacobi glaubte 
den Beweis, dali die Substanz bei der Leberautolyse vorkommt,. 
erbracht zu haben. Doch bedarf diese Behauptung noch weiterer 
Bestitigung. Es wurde deshalb in dieser Arbeit besondere Aul- 
merksamkeit auf die Aufsuchung dieser Siiure verwandt. 

Die zerhackten Driisen wurden mit 0,2°/oiger Essigsiiure 
aufgenommen und nach Zusatz von Toluol und Chloroform 
liber Nacht stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde dann kolier' 
und nach weiterem Zusatz von Toluol 7 Monate der Auto- 
digestion tiberlassen. Nach dem Verlaufe dieser Zeit wurde dic 
Losung filtriert, mit Natronkarbonat genau neutralisiert und 
eingedampft. Es schied sich beim Erhitzen ein Niederschilag 
aus. Dieser wurde abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasser- 
bade schlieBlich bis zur Trockne gebracht. Dieser Riickstand 
wurde nach Fischers Verfahren mit absolutem Alkohol und 
trockner Salzsiiure verestert. Die freien Ester wurden bei 10 min 
fraktioniert und die folgenden Fraktionen erhalten: 

bis 65°C. = 180 g 
65° » 80° » = 16,5 » 
80° » 90° » = 240 » 
90° » 100° » = 160 >» 


100° >» 130° » = 180 > 
130° » 150° » = 200 » 
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Fraktion 65°C. 

Zum Nachweis des Glykokolls wurde diese Fraktion mit 
absolutem Alkohol aufgenommen und mit trockner Salzsiiure 
behandelt. Der Uberschu8 des Alkohols wurde bei verminder- 
tem Druck verjagt, die ziemlich dicke Lésung stark abgekiihlt 
und einige Tage stehen gelassen. Es bildete sich dabei keine 
Ausscheidung des Hydrochlorats des Glykokollesters. Wie bei 
der Pankreasdrtise bestand diese Fraktion hauptsiichlich aus 
Alanin und Aminovaleriansiiure, und die Trennung der beiden 
wurde in derselben Weise ausgefiihrt. 

Das Alanin hat den Schmelzpunkt 293° C. und gab bei 
der Analyse die folgenden Zahlen: 

0.1133 g der Substanz gaben 01690 g CO, und 0,843 ¢ H,O. 


Fir CsH,NO, berechnet Ciefunden 
== 40,45 °% 40,67 
H = 7,87°,o 8,28 °/o 


Fraktionen 65—80° und 80—90° C. 
bestanden hauptsachlich aus Leucin, Aminovaleriansiiure und 
Alanin. 
Die Aminovaleriansiure gab bei der Analyse die folgen- 
den Zahlen: 
0.1658 der Substanz gaben 0.3084 ¢ CO, und 01450 H,O. 


Fir C,H,,NO, berechnet Gefunden 
C = 50,94°/o 
H= 940% 9,74 


Das Kupfersalz gab bei der Analyse die folgenden Zahlen: 
0.1425 ¢ der Substanz gaben 0,2131 g CO,, 0,0913 g H,O und 0,0380 g CuO. 


Fir berechnet Gefunden 
40,68°/o 40,78 
H = _ 6,78°%/o 7,11 
Cu == 21,360 21,29°/o 


Fraktion 90—100° C. 

Diese Fraktion bestand hauptsiichlich aus Leucin. Beim 
Umkristallisieren schied sich die Substanz in glinzenden Schuppen 
vom Schmelzpunkt: 290—293° C. (unkorr.). 

Die Substanz gab bei der Analyse die folgenden Zahlen: 

Fir C,H,,NO, berechnet Gefunden 
C = 54,96°)o 54,54 °/0 
H= 9,71 0 
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Das Kupfersalz gab die folgenden Zahlen: 
0.1216 g der Substanz gaben 0.1974 g CO,,0,0836 g H,O und 0,0295 ¢ Cud, 


Fiir berechnet Gefunden 
C == 44,58°% 0 44,12 °/o 
H = 7,43°/o 7,55 °/o 
Cu == 19,50°/o 19,42 °/o 


Fiir die Darstellung der a-Pyrrolidinkarbonsiiure wurde jede 
unter 100° C. siedende Fraktion nach dem Verestern bis zur 
Trockne eingedampft und mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Die Extrakte wurden vereinigt, bei vermindertem Druck bis zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand wieder mit absolutem 
Alkohol ausgezogen. Der zweite Auszug von Alkohol befreit, 
in Wasser gelOst und mit Kupferoxyd gekocht. Filtrat 
vom tiberschiissigen Kupferoxyd wurde bis zur Trockne ein- 
gedampft und mit heiBbem absoluten Alkohol extrahiert. Der 
Riickstand, aus Wasser umkristallisiert, besaf nicht die Eigen- 
schaften der inaktiven a-Pyrrolidinkarbonsaure. Das  alkohol- 
losliche Kupfersalz wurde von Kupfer befreit, eingedampft und 
in absolutem Alkohol gelést. Beim langeren Stehen_ bildete 
sich eine kleine Ausscheidung, die man jedoch nicht analysen- 
rein gewinnen konnte. Es gelang also nicht, die Bildung von 
a-Pyrrolidinkarbonséure bei der Leberautolyse zu beweisen. 


Fraktionen 100—130° und 130—160° C. 


Sie wurden in ihnlicher Weise wie bei der Pankreasdriise 
bebandelt. Das Phenylalanin gab bei der Analyse die folgen- 
den Zahlen: 

01493 g der Substanz gaben 0,3550 g CO, und 0,0920 g H,O 


Fiir CoH,,O,N berechnet Gefunden 
C = 65,45 %o 64,96°/o 
H = 6,66°%o 6,81 °/o 


Der wasserlisliche Teil des Atherextrakts dieser Frak- 
tionen wurde durch Erhitzen mit Barythydrat verseift. Beim 
Erkalten schied sich das Baryumsalz der Asparaginsiiure aus. 
Die Siiture wurde von Baryt durch Schwefelsiiure befreit, bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingedampft und einmal aus 
Wasser umkristallisiert. Im Xylolbad getrocknet, gab die Sub- 
stanz bei der Analyse die folgenden Zahlen: 
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O,1160 g Substanz gaben 0.1530 CO, und 0,0598 g H,O, 


Fiir C,H,NO, berechnet Gefunden 
C = 36,09°/o 35,95 °/o 
H = 5,26°%o 5,72 


Das Filtrat vom Baryumsalze der Asparaginsiiure enthielt 
die Glutaminsiiare. Die Losung wurde von Baryt quantitativ 
befreit, bei vermindertem Druck bis zur Trockne eingedamptt 
und der Riickstand in Salzsiiure gelost. Durch diese Losung 
leitete man trockne Salzsiiure und lief sie unter starker Ab- 


kiihlung einige Tage stehen. Es bildete sich ein Niederschlag mee 
yon salzsaurer Glutaminsiiure. Die freie Sadure wurde darge- See 


stellt, indem man den Niederschlag in einer berechneten Menge 
von Normalnatronlauge léste. Beim Eindampfen schied 
die freie Siiure aus. Zweimal umkristallisiert, und im Xylolbad 
vetrocknet, ergab die Substanz bei der Analyse die folgenden 


Zahlen: 
QO.1189 g Substanz gaben 0.1764 CO, und 0,0704 H,O. 
Fir C,H,NO, berechnet Gefunden 
C = 40,81 °/o 40,43 
H = 612% 6,200 


Tyrosin. 


Ein Teil des Niederschlages, welcher beim Eindampfen 
des Verdauungsproduktes entstand, wurde mit ammoniakalischem 
Wasser extrahiert, der Auszug eingedampft, mit Essigsiiure 
versetzt und der Kristallisation tiberlassen. Nach zweimaligem 
Umkristallisieren bildete sich ein schneeweiber, aus feinen Nadeln 
bestehender Niederschlag. Im Xylolbad getrocknet, ergab die 
Substanz die folgenden Zahlen: 


Fir Tyrosin berechnet Gefunden 
C = 59,66%o 60,01 
H = 6,07, 6,35 °/o 


Pyrimidinbasen. 


Zur Darstellung der Pyrimidinbasen wurde ein Teil des 


Verdauungsprodukts nach genauer Neutralisation eingedampft, 
von Phosphorsiure durch Barytlbsung befreit und dann nach 


dem Verfahren von Kossel-Jones behandelt. Der silberhaltige 
Niederschiag wurde in 2°/oiger Schwefelsiiure aufgenommen, 
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mit Schwefelwasserstoff behandelt und die auf diese Weise 
sntstandene Losung der Basen von Schwefelsiure durch Baryt- 
wasser befreit und bei vermindertem Druck eingedampft. Es 
hinterblieb dabei eine sirupartige Masse, welche keine Neigung 
zur Kristallisation zeigte. Die Masse wurde dann in verdiinnter 
Schwefelsiiure gelést und mit einem groBen Uberschub von 
absolutem Alkohol behandelt. Es bildete sich beim Stehen ein 
brauner schmieriger Niederschlag. Der alkoholische Auszug 
wurde bei stark vermindertem Druck und niederer Temperatur 
eingedampft und der Riickstand in wenig 1 °/oiger Schwefelsiiure 
gelost der Kristallisation tiberlassen. Es bildete sich ein Nieder- 
schlag, der mikroskopisch das Aussehen des unreinen Leucins 
besab, erst nach mehrmaligem Umbkristallisieren aus 1 °/oiger 
Schwetfelsiiure und Entfiirben durch Tierkohle nahm der Nieder- 
schlag das Aussehen des Uracils an. Mit Alkohol und Ather 
gewaschen und im Toluolbad getrocknet, ergab die Substanz 
die folgenden Zahlen: 
0,1268 ¢g der Substanz gaben 27,5 ccm Stickstoff (iiber 50°/o Kalilauge 
bei 19,5° C. T. und 767 mm Bar. 
Fir C,H,N,O, berechnet Gefunden 
N = 25,05 25,59 °/o 

Also auch hier konnte ebenso wie bei der Pankreasauto- 
lyse nur das Uracil nachgewiesen werden, obwohl bei der 
hydrolytischen Spaltung der Lebernucleinsiiure durch Schwefel- 
siiture die drei bekannten Pyrimidinbasen entstehen. Nun schien 
es moglich, dai bei der Selbstverdauung in 0,2°/oiger Essig- 
siture hauptsiichlich die Kiweibstoffe einer tiefgreifenden Spaltung 
anheimfallen und dab diese Bedingungen fiir die Nucleinspaltung 
nicht gtinstig sind. Ich versuchte deswegen, die Driise der 
Autolyse in 0,5° oiger Natronkarbonatlésung zu iiberlassen. Die 
iibrigen Bedingungen waren denen des vorhergehenden Versuclis 
tthnlich, auch die Dauer der Verdauung war dieselbe. Wie zu 
erwarten war, erwies sich jetzt die Spaltung der Eiweifkorper 
nicht so weit vorgeschritten wie bei saurer Reaktion. Die 
Pyrimidinbasen wurden ebenso wie bei dem ersten Experimente 
dargestellt und mehrmals aus 1°/oiger Schwefelsiiure umkristalli- 
siert. Die Kristaile, die sich im Anfange ausschieden, hatten 
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mikroskopisch das Aussehen des Thymins.  Beim liingeren 
Stehen schieden sich aber hauptsiichlich Kristalle vom Aussehen 
des Uraeils aus. Eime wisserige Losung der Substanz gab mit 
Haryumchlorid und mit Pikrinsidiure eine kaum merkbare Triibung. 
Mit Alkohol und Ather gewaschen und im Toluolbade getrocknet, 
ergab die Substanz die folgenden Zahlen: 


01104 ¢ der Substanz ergaben 0.1645 ¢ CO, und 0,0390 ¢ H,O: 


0.1235 » » 27,0 com Stickstoff (aber KOH) bei 
23,59 C. T. und 764 mm Bar. 
Berechnet fiir C,H,NLO, fiir Gefunden 
C = 42,82°/o 47,61" 40,63" 
H = 3,59%o 4,76 Jo 3.93 
N = 25,050 22,22 Jo 25,36 °/o 


_ Die Substanz bestand also hauptsiichlich aus Uracil. Zur 
Trennung der Basen reichte die Menge nicht aus. 


Hexonbasen. 

| Die Pyrimidinbasen enthaltende Silberfiillung sollte auch 
Histidin und Arginin enthalten. Die Bemiihung, diese Basen 
nach dem Verfahren von Kossel darzustellen, waren erfolglos. 
Dagegen gelang es, aus dem Silberfiltrate nach der Methode 
von Kossel 15 g Lysinpikrat zu gewinnen. Einmal aus Wasser 
umkristallisiert und im Toluolbad getrocknet, ergab die Substanz 
die folgenden Zahlen: 

0.2840 g der Substanz gaben 0,2840 g CO, und 0,0810 g HO 


Fiir C,,H,.N,O, berechnet Gefunden 
C = 38,40% 38,78) 
H 4,53 9/0 4,59 °/o 


Also von den Hexonbasen konnte nur das Lysin mit 
Sicherheit nachgewiesen werden. 
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Notiz iber das Pankreasnucleoproteid. 


Von 
P. A. Levene und L. B. Stookey. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhiauser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mirz 1904.) 


Die Darstellung einer Nucleinsiiure aus dem Pankreas- 
nucleoproteid erwies sich als eine sehr schwierige Aufgabe. 
deren Lésung nur mit Hilfe des Verfahrens von Hammarsten 
moglich war. [var Bang ist es naémlich gelungen, nach dieser 
Methode sowohl aus dem Pankreasnucleoproteid, als auch 
direkt aus der Driise die Guanylsiure zu erhalten. Diese ist 
eine ganz eigentiimliche Nucleinsiiure, die sich von den anderen 
dadurch unterscheidet, dab sie bei der Hydrolyse durch Mineral- 
siiuren kein’ Adenin und keine Pyrimidinbasen lefert. Der 
Befund von Bang machte die Vermutung, daf das Pankreas- 
nucleoproteid eine Eiweibverbindung der Guanylsiure sei, selir 
wahrscheinlich. 

Ks ist aber cinem von uns gelungen, in der Pankreas- 
driise eine Substanz von der Natur der komplizierteren Nuclein- 
siiuren aufzufinden. Durch diesen Befund ist nun die Natur 
des Nucleoproteids wieder zweifelhaft geworden, und es schien 
notig, festzustellen, ob das Molekiil der Substanz auch = die 
kompliziertere Siiure enthielt. Da das Nucleoproteid aber eine 
sehr kleine Ausbeute an der Siiure lieferte, so begniigten wir 
uns damit, die Komponenten derselben direkt aus der Eiweili- 
verbindung zu gewinnen. 

Nun hat schon Walter Jones die Anwesenheit von 
Adenin in Hammarstens Proteid festgestellt. Es war die 
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Aufgabe dieser Arbeit, zu entscheiden, ob in diesem Molekiile 
auch Pyrimidinbasen vorkommen. | 

Das Nucleoproteid war auf folgende Weise dargestellt. 
Die frischen in der Hackmaschine verkleinerten Driisen wurden 
in eine kochende 0,5 °/oige Losung von Natronkarbonat 
cingetragen, bis auf 60° abkiihlen gelassen und die Temperatur 
der dann schnell durch Hineinbringen von Kis auf 
O° C. herabgesetzt. Diese Vorsicht ‘wurde gebraucht, um die 
Selbstverdauung moglichst zu verhindern. Die Losung 
blieb tiber Nacht im Eisschrank stehen. Sie wurde dann filtriert 
und mit Essigsiiure versetzt. Es entstand ein Niederschlag, 
der durch Dekantieren so lange gewaschen wurde, bis die 
Waschwiasser keine biuretreaktion mehr gaben. Die Substanz 
wurde dann mit Alkohol und Ather extrahiert, in Vacuo iiber 
Schwefelsiure und schlieblich im Toluolbad gvetrocknet und 
analysiert. Sie enthielt etwa 3°/o P. 

Die Hauptmenge der Substanz, welche zur Gewinnung 
der Pyrimidinbasen diente, wurde mit Alkohol weniger aus- 
siebig extrahiert. 

Der noch feuchte Niederschlag wurde mit 25° 0 iger 
Schwefelsiiure im Autoklaven drei Stunden auf 175° erhitzt. 
Aus der vom Melanin abfiltrierten Fliissigkeit wurde die Schwefel- 
siiure in iiblicher Weise entfernt, und dann nach Kossels 
Verfahren die Pyrimidinbasen, das Arginin und das Histidin 
mit Silbernitrat uud Baryt niedergeschlagen. Zur Trennung 
der Basen befreiten wir den Niederschlag von Silber und von 
dem anhaftenden Baryt und konzentrierten die dabei erhaltene 
LOsung bei stark vermindertem Druck. Der Riickstand zeigte 
zunachst keine grofe Neigung zur Kristallisation; erst als wir 
ihn in 10°/oiger Schwefelsiiure lésten, bildeten sich tiber Nacht 
Kristalle, die das typische Aussehen des Thymins besaben. 

Die Menge reichte aber zur Analyse nicht aus. Die 
Mutterlauge wurde dann in Vacuo iiber Schwefelsiiure stehen 
gelassen, dabei entstand eine zweite Ausscheidung, die dem 
Uracil éhnlich sah. Die zwei Niederschlige wurden dann ver- 
einigt, aus 2°/oiger Schwefelséure umkristallisiert, mit Alkohol 
und Ather gewaschen und zur Analyse verwandt. Die Substanz, 
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obwohl aus Schwefelsiiture umkristallisiert, hielt keine Spur 

von der Séure zuriick und gab mit Pikrinsiure keinen Nieder- 

schlag. Die Analyse ergab die folgenden Zahlen: 

0.1375 g der Substanz gaben 29.5 cem Stickstoff (iiber 50°/oiger Kalilauve 
ber 790 mne Bar. und 23° C. T. 


Berechnet fiir C,H,N,O, fiir C,H,N,O, Gefunden 
N == 22.22), 25,05 24,4091 


Die Substanz war also ein Gemisch von Thymin und Uracil, 
Man wird also annehmen miissen, daB auch das Pankreas- 
nucleoproteid ein Derivat einer komplizierten Nucleinsiiure ist. 


Literatur: 
Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 5. 133; Bd. XXXI, S. 411 
W. Jones und Whipple, Amer. Journ. of Physiol., v. 7. 
Levene, Diese Zeitschr., Bd. XXXII, XXXVU, 


Berichtigung. 
Von 


E. Schulze. 


In einer von mir in Verbindung mit N. Gastoro in Bd. XXXVIII dieser 
Zeitschrift publizierten Abhandlung ist auf Seite 204 in der zweiten Anmer- 
kung bei Besprechung der Bildung von Homogentisinsiiure aus Tyrosin 
gesagt worden, dafs nach F. Mittelbach die Eingabe von Tyrosin nicht 
ein Ansteigen der Homogentisinsiiure im Harn in dem von Wolkow und 
Baumann beobachteten Umfange bewirkt habe. Wir verwiesen dabe: 
auf das Jahrbuch der Chemie von R. Meyer, Jahrgang XI (1901), in 
welehem es auf S. 235 heifit: «<Doch findet Fr. Mittelbach, di 
Gegenwart der Harnsiiure hierbei (se. bei Bestimmung der Homogentisin- 
siiure im Harn) im Mittel einen Fehler von 6,1°/o bedingt.')  Ferne: 
bewirkle die Kingabe von Tyrosin nicht ein Ansteigen der Homogentisin- 
siiure in dem von Wolkow und Baumann beobachteten Umfange. 
Nun hatte aber Herr Professor Huppert die Gefiilligkeit, mich darau! 
aufmerksam zu machen, dafv in den Versuchen Mittelbachs jene fv- 
scheinung nur in einem Falle, bei Verabreichung von einer relatis 
crofen Tyrosinmenge, eingetreten ist, wahrend dagegen bei Verabreichung 
veringerer Dosen das Tyrosin im Harn als Homogentisinsiiure vollstiindiy 
wieder zum Vorschein kam. Die obice Angabe bedarf also einer Richitiz- 
stellung, bezw. einer Ergiinzung. 


') Archiv fiir klin. Medizin. Bd. 71, S. 350. 
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Uber Salmin und Clupein. 
Von 


A. Kossel und H. D. Dakin. 


I. Uber die Monoamidosiuren des Salmins. 


Unsere letzte Mitteilung!) tiber die chemische Zusammen- 
<etzung des Salmins enthielt die Angabe, dieses Protamin 
aus folgenden fiinf Gruppen zusammengesetzt ist: 

1. Harnstoffbildende Gruppe, 

2. Diamidovaleriansiiure, mit ersterer zu Arginin vereinigt, 
Serin, 

Monoamidovaleriansiiure, 

a-Pyrrolidinkarbonsiiure. 

bald darauf erschien eine Arbeit von Abderhalden,?) 
welche sich ebenfalls mit den Monoamidosiiuren des Salmins 
beschiftigte. Abderhalden fand auber den sehon friiher von 
A. Kossel als Spaltungsprodukte erkannten Gruppen des Ar- 
vinins und der Pyrrolidinkarbonsiure noch das Alanin und das 
Leucin und bezeichnete das Vorhandensein des Phenylalanins 
und der Asparaginsaure als wahrscheinlich, machte indeb keine 
Angabe beziiglich des von uns gefundenen Serins und der 
Amidovaleriansaure. 

Wiiren nun alle die bisher angegebenen Gruppen im Sal- 
min vereinigt, so wurde das Molekil dieses Korpers zwar 
reichhaltiger erscheinen, als unsern friiheren Befunden entspricht, 
aber immerhin wiirde die von A. Kossel geiiuferte Auffassung 
der Protamine als der einfachsten Eiweibkérper auch dann noch 
bestehen bleiben — gegeniiber den Eiweibkorpern im iilteren 
Sinne des Wortes wiirden sie noch immer einen einfacheren 
Typus darstellen. Aber wir kénnen diese Erweiterung des 
Salminmolekiils nicht als richtig anerkennen, denn unsere er- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XL, 8. 565. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 5d. 
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neuten Untersuchungen haben uns keine Bestiitigung der Be- 
finde Abderhaldens ergeben, wir erhielten vielmehr dassel}« 
Resultat wie friiher. 

Wir haben uns bei den fritheren Versuchen der Spaltune 
mit siedender verdiinnter Schwefelsiiure bedient, sodann das 
Arginin in’ bekannter Weise mit Silbersulfat und Baryt ent- 
fernt und die a-Pyrrolidinkarbonsiiure absolutem Alkolio! 
extrahiert. Die Trennung von Serin und Amidovaleriansiiure 
haben wir mit siedendem Methylalkohol und durch Umkristal- 
lisieren aus Wasser oder wiisserigem Athylalkohol bewirkt. 

Abderhalden hat hingegen zur Spaltung des Salmin- 
sulfats konzentrierte Salzsiiure benutzt, dies ganze Reaktions- 
produkt mit’ Alkohol und Salzsiiure verestert und dies Ester- 
gemisch nach dem Verfahren von E. Fischer durch frak- 
tiomerte Destillation zerlegt. Diese Estermethode ist besonders 
fiir die mederen Glieder der Amidosiiurereihe ein sehr scharfes 
Mittel des Nachweises und wir muften der Moglichkei! 
rechnen, dai uns geringe nur mit dieser Methode nachweisbare 
Mengen des Alanins friiher entgangen seien. Wir stellten daher 
foloende Versuche an. 

30 ¢ Salminsulfat wurden friiher besechriebener Weise 
der Spalltung mit Schwefelsiiure unterworfen und die Losung 
nach Entfernung des Hauptteils der Schwefelsdure und nach 
passender Verdiinnung durch Phosphorwolframsaure vom .\r- 
ginin befreit. Aus der vom 
abliltrierten Flissigkeit entfernten wir die Phosphorwolframsiture 
dureh Baryt und den Baryvt) durch eine genau entsprechende 
Menge Schwetelsiiure, dampfien die Fliissigkeit) Trockne 
ein und extrahierten zur Entfernung der Pyrrolidinkarbonsiiure 
mit absolutem Alkohol bei gewOhnlicher Temperatur. Der in 
Alkohol unldsliche Teil, welcher das Alanin und das Leucin 
neben anderen Amidosiiuren enthalten sollte, wurde nach der 
Vorschrift von E. Fischer verestert und diese Operation nacl: 
dem Eindampfen mehrfach wiederholt. Das mit Ather extra- 
hierte Estergemenge fing unter 10 mm Druck erst bei 65° an 


75° iiber. 


zu destillieren und die Hauptmenge ging bel 67 
Die ber 65—75° destillierende Fraktion wurde mit Wasser 
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verseift und die weibe Kristallmasse einmal aus Alkohol um- 
kristallisiert. Die Analyse fiihrte zu folgenden Zahlen: 


Gefunden Berechnet fiir C,H,,NO, 
C 51,19 o1,28 
H 9,22 40) 


Die Kristalle bestanden demnach aus reiner Amidovalerian- 
siure ohne Beimischung von Alanin oder Leucin. Wir haben 
also mit der Estermethode nur denselben Korper wiedergefunden, 
den wir bereits auf andere Weise unter den Spaltungsprodukten 
des Salmins nachgewiesen hatten und der, wie es scheint, bei 
den Versuchen Abderhaldens nicht aufgetreten war. Zum 
unterwarfen wir auch die alkohollésliche Fraktion dem- 
selben Veresterungsverfahren, ohne dab es gelang, Alanin nach- 
zuweisen, 

Die Abwesenheit des Leucins hatten wir schon aus unseren 
friheren Versuchen gefolgert. Wiire diese Amidosiiure zugegen 
vewesen, so wire es uns bei den Bd. 40 Seite 566) dieser 
Zeitschrift mitgeteitten Versuchen nicht gelungen, durch blobes 
Uinkristallisieren geringer Mengen der Spalttnesprodukte cin 
Praparat der Amidovaleriansiiure mit gut stimmenden Analysen- 
zahlen zu erhalten. Auch haben wir ber keinem unserer Versuche 
beobachtungen gemacht, welche auf die Anwesenheit von kohlen- 
stoflreicheren Amidosiiuren oder von Asparaginsiiure hindeuteten, 

Die abweiechenden Ergebnisse Abderhaldens sind wahr- 
scheinlich auf die Beschalfenheit des untersuchten Salmin- 
praparats zu beziehen. Das Salmin entsteht bei der Keifung 
der Samen an Stelle anderer Gewebsbestandteile. welche die 
Zisammensetzung der komplizierteren Eiweibkorper  besitzen, 
ber der Verarbeitung unreifer Testikel wird man daher Produkte 
erhalten, denen die ihrer Zusammensetzung nach unbe- 
kannten Vorstufen des Salmins enthalten sind, und wir halten 
es fiiry wahrscheinlich, dab dies bei dem Priiparat Abderhaldens 
der Fall gewesen ist. !) 

Abderhalden fiihrt die bei der Darstellung und Reiniguneg 
des Salmins benutzten Fillungen mit Alkohol und Pikrinsiiure an, erwiihnt 
jedoch nicht. ob die fraktionierte Abscheidung des Salminsulfats als O] 
aus wiisseriger LoOsung ebenfalls ausgefiihrt worden ist. Wir halten 
lctzteres Reinigungsverfahren fiir durchaus erforderlich. 
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Keinenfalls darf man aus der Verschiedenartigkeit unserey 
Versuchsergebnisse schlieben, das Salmin iiberhaupt ein 
ungeniigend definierter Eiweibk6rper sei. Die im Jahre 1874 
von Piccard!) publizierten Analysen ergeben dieselbe 
summensetzung wie die spiteren Untersuchungen und stimimen 
besonders mit den 1902 ausgefiihrten Bestimmungen Gotos?) 
genau tiberein. Auch haben wir bei der quantitativen Bo- 
stimmung des aus Salmin hervorgehenden Arginins gut tiberein- 
stimmende Werte aus verschiedenen Priiparaten erhalten, 

Unsere weiteren Versuche bestiitigten das Vorkommen 
der von A. Kossel unter den Spaltungsprodukten dieses  ein- 
fachsten Eiweibkorpers nachgewlesenen a-Pyrrolidinkarbon- 
siture.®) Zur Darstellung dieser Siiure extrahierten wir das 
vom Arginin befreite Gemisch der Monoamidosiiuren aus Salmin 
mit siedendem absoluten Alkohol, dunsteten das Alkoholextrakt 
ein und nahmen den Riickstand von neuem mit Alkohol aut. 
wobei eine geringe Menge Amidovaleriansiiure ungelost— blieb. 
Wir versetzten nun die ziemlich konzentrierte alkoholische 
Losung mit emer alkoholischen L6sung von Quecksilberchlorid, 
wobei ein amorpher Niederschlag ausfiel. Gleichzeitig begann 
auch die langsame Abseheidung von Kristallen einer Quecksilber- 
Verbindung der Pyrrolidinkarbonsiiure. Die Kristalle wurden 
nach 24 Stunden durch Schliimmen von dem klebrigen Nieder- 
schlag getrennt und wiisseriger Losung durch Schwefel- 
wasserstolf zerlegt. Nach dem = Eindampfen der wiisserigen 
Losung hinterblieb ein teilweiser” kristallisierter Riickstand, 
der das Chlorhydrat) der Pyrrolidinkarbonsiiure enthiell. Wir 
entfernten die Chlorwasserstoffsiiure durch Silbersulfat und die 
Schwefelsiure durch die entsprechende Menge Baryt, damplten 
die Fliissigkeit) ein kristallisierten den Riickstand aus 
weng Alkohoi um. Die Kristalle ergaben die Zusammen- 
setzung der Pyrrolidinkarbonsiiure. 


Gefunden Berechnet fiir 
C 52,03 52,17 
7.60 7,83 
N 12,12 12,17 


') Ber. d. deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 7, S. 17—15. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 94. 
Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 311. 
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Die Substanz zeigte in wiasseriger LOsung eine Links- 
drehung von [a], == —77°, (c= 1,739): entsprechend der An- 


cabe von Fischer, welcher — 17,4 fand. Merk- 


wirdigerweise lag aber der Schmelzpunkt unserer Substanz 
bei 220—222°, wihrend E. Fischer fiir die |-Séure 203—206° 
angegeben hat. ?) 


Il. Quantitative Bestimmung der Spaltungsprodukte des Salmins. 


Die von A. Kossel iiber die Stellung der Protamine 
zu den komplizierteren Eiweibstoffen geaiuberten Ansichten sind 
zunichst auf Widerspruch gestoBen. Einige Forscher  hielten 
die Ausdehnung des Begriffs « Kiweif» tiber die althergebrachten 
Grenzen fiir unzulassig, glaubten vielmehr, in der Fiihigkeit, 
Tiere zu erniihren, ein geeignetes Kriterium fiir die Priizi- 
sierung dieser chemischen Gruppe erblicken diirfen.2) Im 
Gegensatz dazu suchte A. Kossel durch eine moglichst weite 
Fassung dieses Begriffs zu einem Verstiindnis fiir das Wesen 
der Eiweibkorper zu gelangen. Er bemiihte sich, eine chemische 
Reihe aufzufinden, an deren Ende die niedersten Homologen der 
stehen. 3) 

Diese einfachsten oder niedersten Kiweibkorper sind die 
Protamine. Nach der Ansicht von A. Kossel gelangt man zu 
einer klaren und fruchtbaren Autfassung der ganzen Kiweif- 
Klasse. wenn man von den Protaminen ausgehend die An- 
laverung von Monoamidosiiuren und die Bildung emer kontinuier- 
lichen Reihe von mehr und mehr komplizierten Substanzen 
bis zu den Histonen und dann zu den iibrigen Eiweibkorpern 
verfolet. An der Berechtigung dieser Anschauung ist heute 
kein Zweifel mehr modglich, besonders seit wir durch unsere 
letzten Mitteilungen erwiesen haben, dab nur solche Spaltungs- 


Diese Zeitschr., Bd. XXXII, 8S. 151—176. 

*) cf. Hofmeister, Ergebnisse der Physiologie, Biochemie 1, S. 
797—798, 

°) A. Kossel, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 
Bd. 34, S. 3232 u. f. Bulletin de la société chimique de Paris 1903. 
“itzung vom 30. Mai.) 
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produkte im Salmin zu finden sind, welche auch dey 
komplizierteren Eiweibkorpern vorkommen, seitdem sich fepye; 
durch die Untersuchung des Cyklopterins, des Sturins 
anderer Mittelglieder die Liicke zwischen den einfachsten 
taminen, Bb. dem Salmin und Clupein, und den basenreichey 
komplizierten Eiweibstoffen, z. B. den Histonen, mehr tnd 
mehr schiieBbt. Wenn wir diese Korper als «einfache» oder 
eniedere» Eiweibkorper bezeichnen, so geschieht dies sel}st- 
verstiindlich nicht deshalb, weil wir voraussetzen, dal} i!) 
Molekiil kleiner sei, als das der komplizierteren Kiwelbsubstanzen. 
sondern weil die Mannigfaltigkeit ihrer Zusammensetzune eine 
eerimgere ist. 

Kine Eimsicht in die Zusammensetzung des Molekiils yer 
suchten wir durch quantitative Feststellung der einzelner 
Gruppen in folgender Weise zu erhaiten: 

25 ¢ Salminsulfat (lufttrocken) wurden mit einer Mischung 
von 7) konzentrierter Schwefelsiiture und 150 cem Wasser 
6 Stunden am Riickflubkiihler gekocht und in der Reaktious- 
fliissigkeit) die Menge des Stickstolfs nach Kjeldahl fesi- 
gestellt. Wir faillten sodann das Arginin in bekannter Weise 
mit Silbersulfat und Baryt aus, dampften das Filtrat: nach der 
Kntfernung des Baryts mit WKohlensdure ein und kochten dev 
Riickstand zweimal je eine halbe Stunde mit Alkohol aus. Der 
Alkohol wurde im Vacuum  abdestilliert und der Ritekstand 
von neuem mit absolutem Alkohol aufgenommen, hierbei yer- 
bhieb ein in Alkohol unloslheher Riiekstand. Das Verdunsten 
des Alkohols und die Aufnalime des Riickstandes mit absolutem 
Alkohol wurde noch zweimal wiederholt, wobei zuletzt wur 
eine geringe Spur in Alkohol unloslich zuriickblieb, Diese in 
Alkohol unléshch gewordenen Anteile vereinigten wir mil dem 
von vornherein in siedendem Alkohol unldslichen Rest. Aui 
diese Weise waren die Spaltungsprodukte in drei Teile geteilt. 
Das Arginin konnte durch eine Stickstoffbestimmung im Silber- 
Niedersehlag ermittell werden, die Pyrrolidinkarbonsiiure durch 
den Stickstoffgehalt des Alkoholextrakts, wiihrend der in Al- 
kohol unlésliche Teil der) Monoamidosiiuren die Summe_ des 
im Serin und in der Amidovaleriansiiure enthaltenen Stickstoti- 
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angab. Da das Verhiiltnis G:N in der Amidovalerianséure 
ziemlich weit von dem im Serin gegebenen abweicht, so waren 
wir imstande, durch eine Elementaranalyse iiber die Mischungs- 
yerhiiltnisse dieser beiden Stoffe Aufsehlub zu geben. 

Der in) Alkohol unldsliche Teil der Monoamidosiiuren 
wurde daher durch Eindampfen im Vacuum vom Wasser befreit 
und der hellgelbe kristallische Riickstand nach dem Trocknen 
bei 60° in vacuo analysiert. Die Substanz enthielt — wie 
nach den vorhergehenden Operationen zu erwarten war — 
Asche und zwar 7,2°/0, im wesentlichen Kieselsiure. Nach Ab- 
zug der Asche wurden folgende Analysenzahlen erhalten: 


Cefunden Berechnet fiir C,,H,,N,O, 
30,95 40.56 
Ho 745 7.64 
N 13,00 12.84 


Hiernach ist eine Mischung von 2 Molekiilen Serin und 
| Molekiil Amidovaleriansiiure anzunehmen. | 

Die bei der Analyse des Salmins erhaltenen Zahlen sind 
n folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Gramm Prozente 

Gesamtstickstoff 100 
Stickstoff d. Arginins 4.737 89,2 
In Alkohol unléslich 0.265 4D 
Davon Serin 3,25 

»  Amidovalerianséiure 1,65 
In Alkohol l6sheh 0.230 43 
Nachweisbarer Verlust 0.087 1.6 


Fiir die Gewichtsverhiiltnisse der Spaltungsprodukte erhilt 
man hiernach folgende Zahlen: 


Gramm Prozente 
Menge des zersetzten Salmins 17,03 100 
Arginin 14.87 87 4 
Seri 1.33 7,8 
Amidovaleriansiiure O74 4.3 
Pyrrolidinkarbonsiiure 1,88 11.0 


Aus den mitgeteilten Analysenwerten lassen sich ver- 
schiedene Verhiiltnisse zwischen den Molekiilen der Spaltungs- 
produkte berechnen, welche auch den von Piccard, Goto usw. 
ermittelten Analysenzahlen des Salminplatinchlorids geniigen. 
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Ein solches ist zum Beispiel: 10 Mol. Arginin, 2 Mol. Serin, 1 Mo} 
Amidovaleriansiiure, 2 Mol. Pyrrolidinsiiure, welches zu der Forme} 
Cy,Hy.,N4,9,, fiihren wiirde, oder: 12 Mol. Arginin, 2 Mol. Serin, 1 Mol, 
Amidovaleriansiure und 3 Mof. Pyrrolidinkarbonsiiure, welches die Forme! 
CosHgN,40,, verlangt. lm ersteren Falle ist dann ein Platinsalz yon 
der Formel 22HCI 11PtCl,, im zweiten Falle 
26 HC] -+ 13 PtCl, 5H,0 anzunehmen, um den Ana- 
lysen des Salminplatinchlorids zu entsprechen. 

Das experimentelle Material ist aber noch nicht aus- 
reichend, um einer der; moglichen) Formeln den Vorzug zu) 
geben. Besonders kann die quamtitative Bestimmung der 
Pyrrolidinkarbonsiiure noch nicht als endgiiltig bezeichnet 
werden, und es ist trotz aller Vorsichtsmabregeln nicht ausge- 
schlossen, dab ein gewisser Bruchteil der Amidovaleriansiiure 
in das Alkoholextrakt hineingegangen ist. Wir beschriinken 
uns daher vorlaiufig auf die Mitteilung des Tatsiichlichen und 
behalten uns die eingehende Diskussion unserer Ergebnisse bis 
zur Beendigung unserer weiteren ergiinzenden Untersuchungen 
vor. Immerhin glauben wir diesen Feststellungen, trotzdem 
sie nur vorliufige sind, ein besonderes Interesse zuerkennet 
zu miissen, denn wir haben hier den ersten Fall der vollstiin- 
digen Aufteilung eines eiweibartigen Stoffs in seine Bestandteile. 


III. Uber die Monoamidosiuren des Clupeins. 


Im Clupein sind bisher folgende Atomgruppen aufgefunden 
worden: t. Arginin,!) 2. Amidovaleriansiiure,?) 3. Serin. 3) Unsere 
in folgendem mitgeteilten Untersuchungen fiigen) zwei neue 
Gruppen hinzu: Alanin und Pyrrolidinkarbonsiure. 

Die Analyse des Clupeins wurde in iihnlicher Weise quan- 
titativ durchgefiihrt, wie die des Salmins und hierbei erhielten 
wir ungefahr die gleichen Verhiiltniszahlen fiir den Stickstotf 
des Arginins, der in Alkohol l6slichen Substanz und des in Alkoho! 
unloslichen Amidoséuregemisches. Aber die Elementaranalyse der 
in Alkohol unloslichen Substanz zeigte, hier nicht) wol! 
eine Mischung von Serin und Amidovaleriansiiure allein§ yor- 


A. Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XXV, S. 165. 


A. Kossel, Diese Zeitschr.. Bd. XXVI. S. 590. 
A. Kossel und H. D. Dakin. Diese Zeitschr.. Bd. XL, S. 565. 
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liegen konnte. Wohl aber war ihr Ergebnis erklirlich, wenn 
man eine Mischung von 2 Molekiilen Amidovaleriansiiure, 
{ Molekiil Serin und 1 Molekiil Alanin annahm. 

Zum Nachweis des Alanins wurde die Hauptmenge des 
in Alkohol unloslichen Teils der Amidosiiuren nach dem Ver- 
fahren von E. Fischer verestert und der Destillation bei 
{0 mm Druck unterworfen. Die erste Fraktion ging bei 40 
bis 45° tiber. Dieselbe wurde mit Wasser verseift, aus ver- 
diinntem Alkohol umkristallisiert und analysiert. 


Gefunden Berechnet fiir C,H,NO, 
(40,81 
H 7,81 7,87 


Diese Analyse beweist die Gegenwart des Alanins; die 
veringe Erhdhung des Kohlenstofts ist wohl der Beimengung 
von etwas Amidovaleriansiutre zuzuschreiben. 

Die Pyrrolidinkarboénsiiure wurde in iihnlicher Weise 
wie beim Salmin gewonnen, in die Phenylcvanatverbindung iiber- 
gefiihrt und diese durch Salzsiiure in das Hydantoin verwandelt. 
Letzteres gab bei der Analyse: 

Gefunden Berechnet fiir C,,H,,N,O, 
C 66,5 66,67 
H 5.6 5,56 

Der Schmelzpunkt dieser Verbindung lag — in Uberein- 
stimmung mit den Angaben von KE. Fischer — bei 143°. 

Das Clupein ist somit in seiner Zusammensetzung dem Sal- 
min sehr dhnlich, es stellt aber bereits eine etwas reichhaltigere 
Kombination der Bruchteile des Eiweifimolekiils dar, da es an 
Stelle der fiinf Gruppen des Salmins deren sechs enthilt. 


Uber die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen. 
Von 


R.,O. Herzog. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1904.) 


1. G. Tammann!) war durch eingehende Versuche zu 
dem SchluB gefiihrt worden, dah «im Gegensatz zu anderen 
katalytischen Reaktionen, deren Verlauf durch eine logarith- 
mische Kurve darstellbar ist, die Fermentreaktionen kompli- 
zierteren Gesetzen gehorchen.»  Seither ist zuniachst eine Reihe 
fiir die Kinetik katalytischer Vorgiinge grundlegender Arbeiten 
zumal aus Ostwalds Schule hervorgegangen: aber auch die 
Kinetik der enzymatischen Reaktionen hat experimentell und 
theoretisch solche Férderung erfahren, G. Bredig?) zehn 
Jahre spiiter sagen konnte: « Die Enzymwirkungen unterscheiden 
sich nicht wesentlich von den gewOhnlichen Kontaktwirkungen 
anderer Katalysatoren. » 

Nach Sjéqvist®) kann wenigstens ein Teil der Pepsin- 
wirkung,*) nach V. Henri und Larguier des Bancels®) auch 
der ‘Trypsinwirkung®) formuliert werden: 

a 1) 
t 
‘k die Geschwindigkeitskonstante, a die Konzentration an umwandelbarem 
Stoff, x die zur Zeit t umgesetzte Menge.) 


k 


Nach Senter‘) ist auch die Katalyse des Wasserstoll- 
superoxyds durch Hiimase in erster Annaherung eine Reaktion 
erster Ordnung. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XVI, 8S. 313 (1892), 

2) Ergebnisse d. Biochemie, 1, 8. 209 (1902). 

8) C. f. Physiol., Bd. 9, 5. 460 (1895). 

*) Allerdings im heterogenen System. — Vel. auch Spriggs-Wade, 
Diese Zeitschr., Bd. XXXV, 8. 492 (1902). 

*) Soc. d. biologie, Bd. 55, S. 563, 787, 788, 789, 866 (1903). 

*) Wahrscheinlich legen bei der Hydrolyse der Eiweibkorper kom- 
plizierte Verhiiltnisse vor. Vgl. Pfliigers Arch., Bd. 80, 8, 470 (1900). 

7) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 44, S. 257 (1903). 
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Henri!) hat in Ostwalds Laboratorium gefunden, dab 
die Wirkung von Rohrzucker durch die Gleichung 


d x 2) 


(k, und k, Geschwindigkeitskonstante) 
cut dargestellt werden kann. Nach H. T. Brown und Glen- 
dinning?) gehorcht die Stiirkehydrolyse derselben Gieichung ; 
auch die alkoholische Gérung*) diirfte so auszudriicken sein. 
Vor kurzem konnte ich zeigen, dai die Spaltung von 
Salicin und Amygdalin durch Emulsin*) durch die Form 
d x 3) 
(k, — k, x) (a— x) 
beschrieben werden kann. Weitere Versuche haben es mir 
sehr wahrscheinlich gemacht, daB auch andere enzymatische 
Vorgiinge demselben Ausdruck gehorchen. 
Demnach verlaufen samtliche bisher studierten Ferment- 
reaktionen (bei Einhaltung gewisser Kautelen: miibige Temperatur, 
vielleicht auch mittlere Enzymmengen) nach dem Schema: 


avr ex 4 
Lito == € xX 
a-—X 


ak, 
¢ = ky 


') Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 39, S. 194 (1902). 
*) Proc. chem. soc., Bd. 18, S. 42 (1902) 
Lois générales, Theses (Paris 1903), S. 114. 
“) R. O. Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 149 (1902); 
J. HW. Aberson, Ree. d. travaux chim. belg., Bd. 22, 8. 78 (1903). — 


Ich moéchte bei dieser Gelegenheit bemerken, ich im Sommer 1908 


Vel. dazu aber Henri, 


im Laboratorium des Herrn Professors Cohen versucht habe, die Arbeit 
unter Anwendung von Hefeprefisaft fortzusetzen; es ist mir aber trotz ‘ 
reichlich aufgewendeter Mithe nicht gelungen, einen wirksamen Prefsaft | 
zu erhalten, der arm genug an Glykogen gewesen wiire, so dafs dieses fiir : 
die Versuche zu vernachlissigen gewesen wiire. In Anwesenheit von reich- | 
lichem Glykogen sind die Messungen natiirlich nichts weniger als ein- 
wandsfrei; ebenso lift sich der Fehler kaum rechnerisch ausgleichen, 
(a experimentelle Anhaltspunkte fehlen. — Ich méchte auch bemerken, 
dafy ich nur ein Zyminpriiparat unter mehreren Proben gefunden habe, 
das arm genug an Glykogen war (kaum 2°/o des verwendeten Trauben- 
zuckers), — Wiihlt man in meinen |. c. mitgeteilten Versuchen €< 1, so 
Kommmt man zu besseren Durchschnittswerten. 

*) Koninklijke Akad. v. Wetenschappen. Amsterdam, 31. Okt, 1903. 
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wird dann geht 4) in 1) tber. {4) erhalt man durc), 
Integration der Differentialgleichungen 2) oder 3)|. 
Bereits hier moge schon in aller Kiirze eine Konsequeny 
aus 3) gezogen werden. Wird 
k, = k,x, oder, was gleich bedeutend js|, 
= A, 
so mul die Reaktion stille stehen, ein sogenanntes « falsches 
Gleichgewicht »!) tritt ein. 

2. Die Differentialgleichungen 2) und 3) sind aufgeste'|) 
unter der Annahme, dab einmal die Reaktionsgeschwindigkeit | , | 
proportional ist der im Augenblick vorhandenen Menge des um- 
wandelbaren Stoffes (Wilhelmy 1850) und daBb zweitens hei 
der Reaktion ein Stoff entstiinde, der eine neue Reaktions- 
geschwindigkeit: (k,) positiven oder negativen Sinn ent- 
sprechend seiner Menge hervorrufe. 

Wiiren nun die gemachten Annahmen richtig, dann miibte 
sich k, als unabhiingig von a erweisen;: doch ist es eine be- 
kannte Erscheinung, dai der grdferen Konzentration des an- 
greifbaren Stoffes eime relativ kleinere Geschwindigkeit bei 
Fermentreaktionen entspricht.2) Um dies zu erkliren, moége in 
Betracht gezogen werden, dai man es mit einem heterogenen 
Medium zu tun hat. 

Auf diesen Umstand hat vor allen bredig?) bereits hin- 
gewlesen, 

Aus neuester Zeit) liegen nun eine Anzahl von Studien 
liber die Kinetik heterogener Systeme!) vor, welche auch 
Schiiisse auf die Fermentreaktionen zu gestatten scheinen. 
Bedeutungsvoll ist unter diesen -vor allem eine Arbeit von 


| 


1) Vergl. G. Tammann, |. ¢., und G. Bredig, 1. e¢. 
27) Nur in den Versuchen von Senter (Ll. ¢.) secheinen die Ver- 
hiiltnisse etwas anders zu liegen. 
*) Anorgan, Fermente, Leipzig, 1901. Ferner |. c. 
*) Vergl. Bredig, Anorgan. Fermente; Ernst, Z. f. physik. Chem.. 
d. 37, S. 472 (1901); Bodenstein, Daselbst, Bd. 46, 3. 725 (1903); 
Schenk und F. Zimmermann, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges., Bd. 51. 
1 (1903); A. Stock und O. Guttmann, Daselbst, Bd. 37, 5. 90! 
(1904). — Besonders auch die Diskussion in der 10. Hauptversammlun: 
d. d. Bunsen-Ges., Zeitschr. fiir Elektrochemie, Bd. 9, S. 742 (1903). 
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}runner,!) die auf einer Theorie Nernsts?) fubt. Nach thr 
besteht in der Grenzfliiche zwischen zwei miteinander reagie- 
renden Phasen stets Gleichgewicht: die eigentlichen chemischen 
Prozesse finden im Innern einer Phase statt und, wenn. sie 
schnell genug verlaufen, so ist die Reaktionsgeschwindigkeit 
allein bestimmt durch die Geschwindigkeit, mit der sich die 
Konzentrationsunterschiede zwischen der Grenzfliiche und dem 
Innern der Phasen durch Diffusion ausgleichen. Durch Riihren 
werden erst tibersichtliche Verhiiltnisse geschaffen, indem dann 
das Konzentrationsgefiille auf eine diinne Sehicht beschriinkt 
wird». Die Theorie fiihrt bei konstantem Diffusionskoeffizienten 
zu einer Differentialgleichung, die 1) entspricht. Nimmt man 
nun an, daf die Fermentreaktionen sich wirklich im heterogenen 
Medium abspielen — und in der Tat ist fiir die Enzyme der 
kolloidale Zustand *) charakteristisch —, dann ergibt sich eine 
Erkliirung fiir die anscheinend anormalen Geschwindigkeiten. 

Die Reaktion geht an der «Oberfliche des Enzyms» sehr 
schnell vor sich: die merkbare Geschwindigkeit wird in erster 
Linie «durch die Diffusionsgeschwindigkeit des an der Grenz- 
schicht in gesiittigter Losung befindlichen Stoffes in das Innere 
der LOsung hinein bedingt».4) Sie wird von den «geometrischen 
Verhiltnissen und der Intensitiit der Konvektionsstréme, welche 
den reinen Diffusionsvorgang unterstiitzen, in hdchstem Mabe 
abhiingen.»°) Stellen wir uns vor, dab ein Kapillarsystem, 
bei welehem die Kapillarwande durch die Oberfliéche des Knzyms 
gebildet werden, vorliegt; kapillare Vorginge ersetzen die mecha- 
nische Rihrung. Dann wird der inneren Reibung be- 
deutender Einflu§ zufallen: der gréferen Viskositat entspricht 

1) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 47, 5. 56 (L904), 

*) Zeilschr. f. physik. Chem., Bd. 47, 5. 52 (1904). 

*) Uber den kolloidalen Zustand der Enzyme siehe vor allem 
Bredig, Anorgan. Ferm. u. Ergebn., |. e. Daselbst auch allgeim. Be- 
merkungen iiber die Kolloide und tiber die Enzyme als «mikroheterogene 
Gebilde» und <feine Suspensionen» (Krgebn. ¢., 5. 183). Vgl. ferner 
J. Billitzer, Zeitschr. f physik. Chem., Bd. 45, 5. 307 (1903); Literatur 
bei A. Miiller, Theorie d. Kolloide (1903). 

Nernst, }. ¢., S. 

°) Daselbst. 
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eine relative Abnahme der Zufuhr an umwandelbarem Stoff 
in der Zeiteinheit. (Die Autokatalyse kann vorléufig durch 
Veranderung der inneren Reibung erklirt werden.) 

Diese Annahme erlaubt eine mathematische Formu- 
lierung. Sei k die Geschwindigkeitskonstante, a die Konzen- 
tration an umwandelbarem Stoff, n die «innere Reibung», dann 


n 


m eine Konstante bedeutet. 
Kiirzlich hat nun G. Rudorf!) unter Abeggs Leitung 
vezelgt, daB sich die Innere Retbung anniiherungsweise durch 


setzen wir 


die Funktion: 
== R-- Aa Ba? Ca? 


darstellen labt (RA, A, B, CG Konstante). 
Kihren wir diesen Wert fiir n in 4) ein, wobei R = 0 
gesetzt werden kann, so folgt: 


1 ‘ 3) 
Ba‘ + Ca? 


Die Berechnung hat ergeben, dab 
m == 
gesetzt werden kann und dali die Anwendung von bereits zwei 
Konstanten geniigende Ubereinstimmung liefert. 
lin folgenden sollen Belege dafiir erbracht sein. Dic 
Daten sind den Versuchen von V. Henri mit Invertin-Rohrzucker?) 
und Kmulsin-Salicin#) enthommen, 


| Invertin-Rohrzucker, 
Ist die Zuckerkonzentration (a) in zelintel Normalitiiten 
angegeben, so dient zur Berechnung: 


2k=b 
8.10~’ 4-107" 2° 


b ist ein Faktor, der die Aktivitét des Enzyms angibt. 
Nach den Versuchen von Tammann ist aber schlieben, 
dab die Gleichung nur fiir ein beschriinktes Konzentrations- 


') Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 43, 5. 254 (1903). 
*) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 39, 8. 215 (1902). 
*) Nach Theses (Lois générales) von mir berechnet, |. ¢ 
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uitervall des Enzyms giiltig sein kann, und dafi A, B, C sich 

mit der Enzymkonzentration iindern.') (Im Sinne der gegebenen 

Annahme sind diese Konstanten natiirlich eine Funktion der 
Enzymoberfliche, also wohl von Fall zu Fall variabel.) 


a | 0.5] 1 2 5 4 | 5 6 | 10 
| 
| | | | | | | | | | 
k gefunden 160 80 (69 | 42 | 32,4) 24.8 20 162 13,5 11,2 98 
| | | 
k berechnet | 156) 105 80,6) 64,4 44,3. 32,3) 24,6 19,5; 15,8) 13,2) 11,2) 9,6 
} | | 
= 
a 1 | 2 | 3 5 
| | 
k gefunden} 210 , 112 74 
| | | 
| 
k berechnet 200 122 84 48 | 
b = 0,097 | 
a | | 3 
| 
k gefunden] 187 | 111 37 
k berechnet} 151 102 62,5 | 43 
b = 0,226 
a 0,5 |) 1 2 | i | 5 
k gefunden 373 | 244 | 124 | 78 8 
k berechnet 3953 | 237 14d | 


') So Lift sich die folgende Versuchsreihe mit der in Prozenten 
angegebenen, der fiinften, nicht vollstiindig zar Deckung bringen. 


to 
to 
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Fir a in Prozenten: 


a 2 | 10 | 20 30 
k gefunden 442 50D 187 | | 40 | 28 
k berechnet 520 | 312 | 189 | 93 | 56 | 37 | 27 


sich die Kormel mit gentigender Genauigkeit dem 
Versuch anschliebt, folgt z. B. auch aus der folgenden Tabelle. 
die der Mitteilung von} Barth?) entnommen ist. Zu je LOO com 
Rohrzuckerlésung waren 5 mg Invertin zugesetzt worden, nach 
einer halben Stunde (bei 40°) wurde der Versuch abgebrochen. 


b = 0,0025 


Konzentration | Relative Menge | Relative Menge 
der | des gespaltenen | des eespaltenen 
‘ohrzucker- | Zuckers, Zuckers, vefunden | berechnet 
losung | gefunden berechnet | | 
| | 

0.5 %Jo 49 0,22 | 

% 35 | O26 0.186 
2,5 Jo | 26 23.4 | O,116 
| 20) 16 0,097 | 0,078 
75% | 13 12 0,060 0,059 
10% | 10 9,8 0,046 0047 
1b | 7.0 0,032 0,032 
| 4 | 51 0.018 0.02% 


') Hier liegt vielleicht ein Irrtum in der Konzentrationsangabe vor 
so ist auch angegeben 2°/o == 0,59 norm. statt 0,51 norm). 
2) Ber. d. d. chem Ges., Bd. 11, 5. 474 (1878). 
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Emulsin-Salicin. 


a in 0,035 Norm. 


a 1 | 2 | ) + 
| 
| 
k gefunden; 94 | 49) | 38 | 27 
| | | 
kberechnet 95) 35 | 25 


5. Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung der berech- 
neten Werte mit den gefundenen im allgemeinen sehr gut. 
Man kann dies als eine Bestiitigung der Annahme gelten lassen, 
welche zu der mathematischen Formulierung gefiihrt hat. 

Doch scheint es mir, dafii man mit solehen Riieckschliissen 
sehr vorsichtig sein muff. Es ist klar, dafi man durch mehrere 
Punkte in einer Ebene leicht eine kontinuierliche Kurve legen 
sann. Je mehr Punkte nun durch die Einftihruag von Kon- 
stanten gegeben sind, desto eher wird sich die Kurve mit der 
vesuchten decken. Sehr oft ist der Physiker genotigt, sich mil 
diesem Stand zu begniigen: die Formel kann zu Interpolations- 
zweeken dienen. Wann eine Formel aber ein Naturgesetz aus- 
driickt oder eine «Theorie bestiitigt», ist nicht immer ganz 
leicht zu sagen: in der Regel aber wird man mit um so groberem 
Mibtrauen solches aus ihr lesen, je mehr Konstante sie enthilt. 

Das Gesagte mochte ich auch auf V. Henris’) Theorie 
ausdehnen, der im AnschluB an einen Gedanken von Boden- 
stein annimmt, dah das Enzym sich nach dem Massenwirk- 
ingsgesetz zum Teil mit dem umwandelbaren, zum Teil mit 
dem umgewandelten Stoff sich verbindet und endlich zum Teil 
bleibt. Die Hypothese fiihrt zu einer nicht ganz ein- 
lachen Gleichung mit drei Konstanten, deren dritte, die ge- 
suchte Geschwindigkeitskonstante, iibrigens deutlich einen « Gang » 
zeigt. Ohne Zweifel sind Annahmen von Bindungen (im weitesten 
Sinne des Wortes) zwischen Enzym und Substrat sehr berech- 


') Lois générales, |. ¢. 
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ligt. Dafi man sie aber als auf diesem Wege erwiesen  }je- 
trachten Kann, ist wohl recht unwahrscheinlich. 

Was man vielleicht sagen kann, ist, dal durch die Forme! 
Henris und die obengegebene zwei Moglichkeiten vorliegey. 
iiber den Umsatz bei Fermentreaktionen Voraussagungen 7); 
machen, freilich nicht Voraussagungen so allgemeiner Art wie 
in den Schulfallen der chemischen Dynamik, denn die Ferment- 
reaktionen gehéren in die Gruppe jener Vorgiinge, bei welchen 
die Vorgeschichte des Systems einen entscheidenden 
auf die Gesechwindigkeit hat. 


6. Zusammenfassung. 


1. Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen, die dure!) 
eine logarithmische Formel ausgedriickt werden kann, wird au 
Diffusionsgeschwindigkeit zuriickgeftihrt. Damit ist auch erklirt. 
warum die monomolekulare Formel nach van’t 
Theorie auf die Vorgiinge anwendbar ist, obwohl héchstwali- 
scheintich Substrat und Enzym an der Reaktion beteiligt sind. 

2. Die Annahme cines heterogenen, kaupillaren System: 
vestattet, die Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit you 
der Substratkonzentration auf inere Reibung zuriickzufiihren. 
Die mathematische Behandlung fiihrt zu einer Gleichung, dic 
sich an die Erfahrung gut anschleBbt. 
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Uber die Sekretionsgeschwindigkeit des Pepsins beim Hunde. 
Von 
R. O. Herzog. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Miirz 1904), 


1. An die Erforschung des biochemischen Geschehens 
kann die Forderung gestellt werden, dab fiir jeden Moment 
eines Vorganges vorausgesagt werden konne, was geschehen 
wird. Kennt man also die Gesetze, nach welchen die Reaktionen 
im Organismus verlaufen, und die Gesetze, nach welchen die 
Reaktiven des Organismus von ihm = sezerniert werden, dann 
ist die Aufgabe (wenn von den mechanischen Vorgiingen ab- 
gesehen wird) theoretisch geldst. 

Den Studien tiber die Sckretionsgeschwindiekeit der En- 
zyme, zumal bei einfachen Organismen, haben sich bisher grobe 
Schwierigkeiten den Weg gestellt. neuerer Zeit hat 
bt. Buchner?!) Versuche tiber die Zymascbildung in der Hefe 
angestellt, 

Bequemer liegt der Fall bet hochorganisierten Organismen, 
ber denen die lokalisierte Arbeitsteilung dem Experimentator zu 
Hilfe kommt. Durch grundlegende Versuche haben J. P. Pawlow?) 
und seine Sehiiler die Sekretion der Verdauungsdriisen beim 
Hunde kennen gelernt. 

2. Im folgenden soll nur von der Absonderung des Magen- 
saftes die Rede sein. P. Chigin®) hat gezeigt, dab unter gleich- 
mabigen Versuchsbedingungen die Untersuchung der Saftmenge, 
sowie der Verdauungskraft mit einer «beinahe physikalisch zu 
nennenden Genauigkeit» regelmibig wiederkehrende Resultate 


S. Zymasegiirung, S. 275 (1903), 

*) Arbeit d. Verdauungsdriisen. (Wiesbaden) 1898. Im folgenden 
zitiert als P. 

*) Russ. Dissert. St. Petersburg 1894. Im folgenden zitiert als C. 
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liefert. Aus dieser Genauigkeit konnte man die Hoffnung schopfen, 
dafi sich eine Gesetzmiibigkeit ftir die Sekretionsgeschwindig- 
keit des Pepsins werde ausfindig machen lassen. 

Ohne auf einzelnes einzugehen, soll hier der Versuch ge- 
macht werden, moglichst einfache Annahmen — Umschreibungen 
der experimentellen Ergebnisse — aufzustellen, die eine mathe- 
matische Formulierung gestatten. Es scheint aber notwendig, 
ein Wort der Erklarung fiir solehes Vorhaben nicht zu unter- 
lassen. A priori ist es sehr unwahrscheinlich, dal Annahmen 
gemacht werden konnen, die dem wirklichen Geschehen ent- 
sprechen: dagegen spricht die vorhandene Komplikation, da- 
gegen das immerhin noch recht unvollstindige Studium. Wenn 
das Wagnis dennoch unternommen wird, so bildet den Grund 
der Wunsch, eben auch die biochemischen Vorgiinge dem 
quantitativen Studium zu unterwerfen, ein Streben, zu dessen 
Erfiillung bisher wenig Ansiétze vorhegen.!) Gelingt es aber, 
im folgenden eine mathematische Formulierung zu geben, dic 
sich den Tatsachen anniihernd gut anschlieBt, so soll das 
keineswegs als Bestiitigung von nicht zu beweisenden Annahmen. 
die die Formulierung ermodglicht haben, also «der Theorie 
eelten, sondern es geniigt uns vorlaufig vollkommen, wenn der 
Vorgang iiberhaupt mathematisch behandelt, d. h. auf dem 
kiirzesten Wege besechrieben werden kann. 

5. Aus dem Experiment ergeben sich zwei Ursachen fiir 
die Pepsinsekretion, die eine ist an die Empfindung «Appetit» 
gekniipft (oder hat eine mit ihr gemeinsame Quelle), die andere 
steht vermutlich mit chemischer Reizung der Magenwand im 
Zusammenhang. Pawlow hat die Beziehungen genauer mitgeteill. 

Danach wollen wir annehmen: 

1. die abzusondernde Fermentmenge (a) stehe dem ‘Tiere 
in dem Moment, wo es tiber die zu bewiltigende Speise 
(Qualitét und Quantitét) orientiert ist, zur Verfiigung: 

2. die Reizung der Magenwand verhindere jede Sekretions- 
hemmung : 

') Hierher gehéren z. B. die Studien ttber Resorption von Ham- 
burger (du Bois’ Arch. 1895, 1896), Cohnheim (Habilitationsschrilt 
[898), HOber (Pfliigers Arch, 1899). 
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Uber die Sekretionsgeschwindigkeit des Pepsins beim Hunde. +27 
fiir die Sekretionsgeschwindigkeit (k) ist dann die einfachste 
Annahme,') dab die in einem Zeitelement (dt) sezernierte 
Enzymmenge (dx) der noch vorhandenen (a—x) proportional sei: 


dx 
—— = k(a— x), daraus 
dt 

nach Integration und Wegschaffung der Integrationskonstanten, da x = 
0, t = 

I a 

k = — In 
t a—x 


zur Berechnung der Tabellen wurden Brig gssche Logarithmen verwendet.) 

¢. Kine knappe Beschreibung der Operation, welcher die 
Versuchstiere unterworfen worden waren, diirfte im Hinblick 
auf Pawlows bekanntes Werk geniigen. 

Der «kleine Magen» ist ein aus einem Teil der Magen- 
<clhieimhaut gebildeter, nach der Bauchdecke vernihter Blind- 
suck, der in nervosem Zusammenhang mit der tibrigen Schleim- 
haut steht und so ein getreues Bild der Magensaftsekretion gibt. 

Hunden, welchen feste Nahrung in den Magen gelegt 
wurde, war auBerdem eine Magenfistel angelegt. 

Die «Scheinfiitterung» besteht darin, dab den oesophago- 
tomierten Tieren die per os aufgenommene Nahrung durch die 
Oesophagustistel entfallt, ohne in den Magen zu gelangen. 

Ks ist besonders zu bemerken, dab sich die Versuchstiere 


siimtlich gesund fiihlten. 

Das Zahlenmaterial za den folgenden Tabellen ist den 
Dissertationen von Chigin und Lobassow?) entnommen, die ich 
der grofen Freundlichkeit des Herrn Professor Salaskin 
verdanke. 

In den Tabellen enthilt die erste Kolumne die Zeit in 
Stunden (t), die zweite die sezernierte Menge an Magensaft 


‘) «Die Annahme ist das vollstandige Analogon der Newtonschen 
Annahme fiir die Wiarmeleitung. Sie laBt sich als ein Einzelfall des 
allgemeinen Prinzips auffassen, dali in jedem Falle die Geschwindigkeit, 
mit welcher ein in Umwandlung irgendwelcher Art begriffenes Gebilde 
sich dem Gleichgewichtszustand niihert, dem Abstand von diesem Zu- 
stand proportional ist». Ostwald, Lehrb. d. allg. Chem., Bd. II, 2, 
200--201 (1896). 

*) Russ. Diss. St. Petersburg. 1896. Da ich selbst der russischen 
Sprache unkundig bin, kénnen leicht Mifverstindnisse unterlaufen sein. 
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in Kubikzentimetern (ccm), die dritte die Verdauungskraft des 
Saftes (nach Mett in ecm), die vierte die Menge an sezerniertey), 
Pepsin (berechnet nach dem Schiitz-Borissowschen!) Gesety 
cem x qmm), die fiinfte die noch zu sezernierende Pepsinmence 
(a—-x), die sechste die Geschwindigkeitskonstante (0,4343 k 


I. Fiitterung mit Fleisch (Hund mit «kleinem Magen 


200 ¢ rohes Fleisch (L. S. 1350). 


| | 
t ccm | mm | ccm qmm , a—x | 0.4343 k 
| | | | | 
| | | | 
oO ; oO | | 0) | 
| 10.6 215 | 425 
2 | 94 37 | | 296 | O16 
3 72 | 3825 | 76 220 O15 
| 6.6 | 39 St 138 O16 
| 40 | 40 64 74 
6 | 36 | 375 | 24 (0.24) 
7 | 1.3 | +25 | 23,5 _ 
400 g rohes Fleisch (L. 5. 150) 
| mm | ccm qmm | a—x | k 
| | 
0) () 0) 0 J16 
15,3 5,12 D16 | 0,25 
2 12,2 3,32 134 382 O19 
3 10.5 2,78 81 | 301 O16 
95 2,68 68 
8,3 2,00 | 188 
6 8,3 2.52 53 | 135 | 0,44 
7 6.0 2.29 
8 5,3 281 
9 32 31 | 30 
10 21) BRS 30 | 


B. P. 32. 


Adee 
} 
was 
: 
pe 
is 
- 
| 
ot 


Uber die Sekretionsgeschwindigkeit des Pepsins beim Hunde. + 


400 @ rohes Fleisch (K. S. 78). 


2 


t ecm | mm ecm  a—x 0.4543 k 
0 0 | oO 22 — 
16,7 £4 | 323 698 ONT 
2 18.1 3,05 | 168 530 | O14 
3 168 | 276 | 128 2 O14 
4 14.6 | 2,74 | 110 292 O14 
5 i2i | 2334 66 226 O13 
( 10,1 2.36 56 170 0.13 
7 88 | 268 63 108 O14 
| 3,32 17 61 O15 
| 36 At 17 (0,20) 
10 09 | 431 17 
200 g rohes Fleisch (K. S. 78). 
ecm mm | cem >< qmm a—x | k 

0 0 0 0 

2 11.3 3.03 104 | | 
3 7,6 | 3,01 69 104 0.24 
4 51 | 287 420 72 «| 
28 3,20 29 33 (O24 
( 22 | 368 | 28 Ib 026 
7 12 225 | 6 | 9 (O42 
8 0.6 387 | | | 

100 ¢ rohes Fleisch (K. S. 78). 

t cm | mm ecm qmm | 0.4543 k 
0 0 0 0 Ott 

10.5 1.69 231 280 0.26 
2 8,6 3,46 103 20065 0.19 
5 4,8 4,87 114 93 0,25 
4 2,4 5,27 67 26 (0.32) 
0,8 5,68 245 | - 
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200 g gekochtes Fleisch (K. 8. 78), 


t ecm so com qmm | a—x | 04343 k 
0 0 | oO 0 1085 

1 234 | 335 | 268 822 0,120 
2 15,5 | 321 160 | 662 
3 125 ' 3839 | 144 ! 519 | 0.107 
4 10,1 3,15 100 | M9 O08 
8.8 3.18 89 | 330,103 
6 | 60 3,43 
7 | 55 | 2,91 47 | FA2 AO 
8 | 53 3,18 | 159 
3,2 3,91 27 | 132 | 0.402 
10 40 4,06 66 | 66 0.122 
11 3.3 3.87 | dO | 16 (0,174) 

100 g gekochtes Fleisch (K. S. 78). 
| | | | | 

| ecm) mm | ccm < qmm | a—X 0.4843 k 
o | | | 0 622 | 

104 5,06 257 369 028 
2 | | 56 169 | 0.25 
3 31 | 5,38 90) 110 | 

4 | 20 5,87 69 | 41 0.29 

t 
Fleisch (K. S. 86). 

com mm cem  qmm | 0.435435 k 
0 0 0 | 0 | 1728 - 

7,56 | 412 1311 0.12 
3 3.6 S81 279 | 736 0.12 
| 41 8,36 283 | 453 0.15 
5 | 22 8.12 Lid | 308 O15 
6 13 7.0 64 | 244 O14 
7 | 24 | 662 92 | 152 0.13 
32 | 5,75 106 
1.0 | 5,7) \ 33 
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Fleisch (K. 8. 87). 
 eem mm ecm  qmm | a—xX 0.4343 k 
0 | 0 1794 
11,7 593 1201 0.17 
2 | 50 | 878 | BR 816 O18 
3 | 34 | 7,83 | 208 608 O17 
4 | 28 | 737 | 182 456 0.15 
5 | 40 | 3579 | 136 | 0,15 
6 37 | 583 | 126 | 196 0.16 
7 38 | 479 | a 108 0,16 
8 16 60 46 63 0,18 
9 19 | 5,75 63 | 
| | 
Il. Fiitterung mit Brot. 
(K. S. 88). 
t ecm mm ccm *~ qmm a—x | 0.4343 k 
| 
0 0 0 1446 
1 106 | 610 39% 1052 0,14 
2 | 7,97 | 343 | 709 0.16 
3) 40 751 | 2) | 488 016 
4 | 3.4 6,19 | 130 | 353 0,15 
5 | BB 5,29 | 260 0.17 
6 | 22 572 | 72 188 014 
7 | 96 | 548 | 2 | 110 0,16 
8 | 22 550 | 67 44 019 
| of | @ | 13 
| | | | 


Wie man sieht, enthalten die Tabellen in der letzten 
Kolumne in der Tat geniigend gute Konstante. Eine wesent- 
liche Abweichung tritt nur am Anfang und am Ende ein, die 
Erklirung dafiir konnte in Stérungen liegen, die sich vom Ver- 
such schwer ausschlieBen lassen; besonders ein Fehler, der 
freilich iiberhaupt in Betracht kommt, diirfte die letzte Zahl 


t 
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am stiirksten beeinflussen: es ist unwahrscheinlich, daf die 
sezernierte Menge an Pepsin auch die ganze sezernierbare ist. 
Scheidet man aber die letzten Werte aus, dann kann man 
sich mit der Konstanz der Werte gewif begniigen. Um 
eine Beziehung von der Sekretionsgeschwindigkeit zur Gesamt- 
menge des Enzyms oder zum Quantum der zu verdauenden 
Speise aufzustellen, reichen die vorhandenen Daten nicht aus: 
k scheint tibrigens in engen Grenzen zu schwanken: rohes. 
eekochtes Fleisch oder Brot geben ziemich identische Kurven. 


Il. Fiitterung mit Milch. 


600 com Milch (P. S. 44). 


t com | mm | cem qmm a—x le — 
| | iti 
0 0 | 0 | 328 
| 40 257 O41 
2 | 8,6 2,30 47 | 209 O10 
| 2.35 | | 159 0.10 
t | 265 ne 108 0.12 
4.0 4.63 86 19 0.24 
6 OD 612 | 19 | 
600 cem heiBe Mileh getrunken (K. S. 99). 
| ecm mm | cem qmm a—x | — wit 
| |} t 
| | | 
I | 42 | 3,57 | D4 | 389 | 0.06 
2 12.4 | 2.63 | 86 | 303 | 0,08 
3 | 132 | 306 |, 12% | 180 | 
4 | 64 | 391 | 4 98 | 82 O18 


= 
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Mit Sonde eingefiihrt. 


mm ccm qmm}; a— lg - 
| | 
| | | 
0 | 0 0 | 358 
3,78 73 | 280 0,10 
2? 14.2 2.0 a7 224 0,10 
16.2 219 78 147 013 
| 
39 | 233 D8 O15 
5 3,6 | 4,66 79 0.32 
Mileh mit Sonde eingefithrt (K. S. 97 
t mm cem qmm a—xX le 
| a Xx 
| 
3,98 87 306 O11 
2 | 144 | 32 | 77 229 0,12 
5 18,3 | 2,37 | 103 126 O17 
135 | 234 | 74 52 0,22 
| 
| 434 | 37 15 
6 | 06 5.01 15 - 


Bei der Fiitterung mit Milch zeigt sich ein ganz anderes Bild 


als bei Brot- oder Fleischfiitterung. 


Einerlei, ob der Hund ge- 


trunken hat oder ihm die Nahrung durch die Sonde verabreicht 
ist, steigen die Werte in der letzten Kolumne stetig an. 
Ks liegt nahe, anzunehmen, dab die Fliissigkeit die die Magen- 
wand erregenden Stoffe in wirksamer Weise mit ihr in Be- 


rihrung bringt. 


Ks ist noch von Interesse, zu untersuchen, wie weit die 
Ausschaltung einer der Ursachen fiir die Pepsinsekretion in der 
Berechnung nach der gegebenen Formel zum Ausdruck kommt. 
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IV. Nahrung in den Magen eingefiihrt. 
40 g Fleisch (L. S. 48). 


| o | 9g 0 | 867 
05 | 3B4 6.38 138 | 728 O15 
0.75 3,5 4.88 83 645 O17 
1 3,2 5.0 80 56d O19 
1,25 2:2 4.38 42 523 O18 
1,50 3.1 3,63 41 482 O17 
1,75 2.2 3,13 22 460 0.16 
2 3.0 20) 441 0.15 
2.25 25 25 16 425 O14 
2 50 2 4 2.5 15 410 
2 75) 2 4 2() 10 400 0.12 
3 2.6 2.0) 10 390 012 
4 7a 2 29 361 O10 
5 8.5 1,88 30 331 0,08 
6 74 213 34 298 0.08 
7 8.0 2.5 50 248 0.08 
8 78 158 90) 0,12 
9 3.6 4.6 77 13 0.20 
10 0.6 4,63 13 
400 g Fleisch (L. S. 48). 
ecm | mm | ecm  qmm a—x | Ig 
0 | 0 0 295 
0,75 12 | 2.88 10 284 0,022 
25 | 1,75 8 277 0.027 
1,25 B1 | 15 7 270 0,030 
1,50 27 | 15 6 264 0,032 
1,75 24 | 1.88 8, 256 0,035 
2 24 | 1.75 7 249 0,037 
2,25 24 | 1,6: 6 242 0.033 
2 DO 25 | 1.5 DD 236 0.039 
2.75 25 | 1,63 6.5 229 0,040) 
3 18 | 1,38 3 225 0,039 
4 7.0 1.88 25 201 0,042 
D 5.6 2,25 28 172 0.047 
F 6.6 2.6: 46 127 0,062 
7 7.0 1.88 26.5 100 0,067 
8 5.3 21 80 0.071 
3.0 5.0 7) — 
10 0.2 — h — — 
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200 Eiweifs (L. S. 55). 


| | mm jeemXqmm); a—x 4 le 
| t 
0 0 0 | 0 1390 
oo | 36 | 67 | 166 | 1225 
075 | 29 | 613 | 109 L186 0,12 
| 28 | 62 | 10 | 1007 | 
| 53 | 675 | 22 | 705 | 
2 | 5 | 638 | 204 | 
25 | 49 | 613 | 18% | 368 | 023 
3 | 38 | 638 | 15d | 213 | 0.27 
4 6,63 10 53 0,35 
| Wee 45 Is 
6 | 0.6 | 5,5 Ea | — | — 


a 
Die nach ‘. berechneten Werte zeigen entweder 


einen starken «Gang» oder Unregelmiibigkeiten. 


V. Scheinfiitterung. 
(L. S. 55). 


mm cem qmm a—x | le 
t "a—x 

0 0 607 

1 | 1,3 7,25 68 538 0,05 

7.75 | 102 136 0,07 

> |; | 73 363 0.07 

s | 10 | 7,78 60 303 0,08 

5 | 19 | 7,5 | 107 196 0,10 

; | 39 157 | 0,10 

7 | 44 | 5,25 39 19 COO 

s | | 525 | 220 97 

9 | 07 688 73 
10 55 12 61 O10 
bores! 15 22 0,12 
16 | 6,0 22 | | 


‘) Die Zeit (t) hier in Viertelstunden. 
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RO. Merzog, Sekretionsgeschwindigkeit des Pepsins beim Hunde. 


Scheinfitterung (L. S. 38). 


t ') como eem qmm | a—x 
| 

0) () 0) 0) 499 

! 10 | 75 | ° 6 | 434 0,06 
2 265 65 324 0,09 
79 245 0,10 
2.0 60 | 
5 5,88 | | | O18 
6 5,5 | 330 | OB 
7 3,5 | a7 | O14 
| 06 575 | 21) | | 


Wieder findet sich ein deutlicher Gang der Werte in der 
sechsten Kolumne. 


5. Zusammenfassung. 

1. Indem zu einer modglichst einfachen Annahme gegriffen 
wird (die auBer direkten Versuchsergebnissen nur die Hypo- 
these enthélt, im Moment des Sekretionsbeginnes sei unter 
normalen Umstinden die zu sezernierende Pepsinmenge ver- 
figbar und die jedem Momente sezernierte Menge sei der 
eben noch vorhandenen proportional), ergibt sich eine mathe- 
matische Formel fiir die Sekretionsgeschwindigkeit des Pepsins. 

2. Die Formel schliebt sich dem Vorgang bei Fleisch- 
und Brotfiitterung @ut an. 

3. Ber Milchnahrung verliiuft) die Absonderung rascher: 
es wird versucht, dies durch intensivere Reizung or Magen- 
schleimhaut bei fliissiger Nahrung zu erkliren.?) 

4. Wird dem Tier Fleisch den Magen cclegt oder 
hindert man dureh Oesophagotomie, die Nahrung den 
Magen gelangt, so ergeben sich tells unregelmabige Zahilen, teils 
tritt eine immer raschere Enzymsekretion ein, die sich vielleich! 
durch nervose Vorgiinge erkliiren libt. 

‘) t in Viertelstunden. 

2) Auch dieser Fall diirfte bei geniigend reichem Versuchsmaterial 
der mathematischen Behandlung zugénglich sein. 
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Uber die Entstehung der Indoxylfarbstoffe und die Bestimmung 
des Harnindoxyls. 
‘Eine Entgegnung gegen Hrn. A. Ellinger und Hrn. J. Bouma), 
Von 
Louis C. Maillard, 


(Chef des travaux du Laboratoire de Chimie biologique de la Faculté de Medecine de Paris 


(Eingegangen am 9, April 1904.) 


In einer jiingst publizierten Arbeit hat Herr A. Ellinger?) 
beziighiich der Entstehungsart der Indoxylfarben aus In- 
doxylchromogenen des Harns, sowie der Methode der Indoxyl- 
bestimmung eine Reihe von Widerspriichen zwischen seinen 
eivenen Resultaten,?) denen von J. Bouma *) und den meinigen 4) 
hervorgehoben, sodaf ich mich sehe, die einzelnen 
strittigen Punkte einer Priifung zu unterziehen, in derselben 
Weise, wie dies Herr Ellinger in seiner letzten Abhandlung 
getan hat. 

Ich werde also die folgenden Fragen durchgehen: 

1. Uber das Vorkommen von Isatin im Harn, der mit 
Obermavers Reagens versetzt ist. 

2. Uber die GriBe des Verlustes durch Uberoxydation in 
verdinnten Losungen von indoxyischwefelsaurem Kalium bei 
der Behandlung mit Obermayers Reagens. 

3. Uber die Notwendigkeit, die Chloroformliésung der 
erhaltenen Farben mit alkalischer Waschung zu reinigen. 

') A. Ellinger, Einige strittige Punkte bei der quantitativen 
Indikanbestimmung im Harn, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 20. 

7) A. Ellinger, Zur Methodik der Indikanbestimmung im Harn, 
Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, S. 178. 

") J. Bouma, Nachtrag zur Methodik der Indikanbestimmung im 
Harn, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 356. 


*) L. C. Maillard, LIndoxyle urinaire et les couleurs qui en 


derivent, LT vol. in 8°, 120 p., Paris, Schleicher fréres, 1903. 
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Die weitere Frage ist die wichtigste in der ganzen [)js- 
kussion, denn sie betrifft meines Erachtens denjenigen Punkt. 
um den sich die ganze Indoxylfrage dreht, sowohl vom Stand- 
punkte des reinen Chemikers, wie auch des Praktikers. Deny 
es handelt sich um die Beurteilung der Vereinfachung, die 
meine Untersuchungen auf dem Gebiete der physiologischey 
und pathologischen Harnfarbstoffe gebracht haben, ferner 
der diagnostischen Aufsehliisse, die man bei der Priifune eines 
normalen oder pathologischen Urines tiber seine) Zusammen- 
setzung wird gewinnen konnen. 

Die Frage ist folgende: Ist der blaue Farbstoff, der jy 
das Chloroform tibergeht, wenn man es ‘mit angesituerter 
Urin schiittelt. Indigotin oder nicht? Meiner Ansicht nach ist 
derselbe dem Indigotin sehr nahe verwandt, aber doch dayon 
zu unterscheiden und zwar griindet sich dies auf zwei Eigen- 
schaften: Erstens, nebensiichlicheres, seine groBere Léslichkeit 
in Chloroform, dann das wichtigste, niimlich die Faéhigkeit, sict 
in Indirubin verwandeln zu kénnen. Ich werde also weiter 
nacheinander die folgenden Punkte prifen: 

4. Chlorformléslichkeit der aus dem Urin ausgeschiittelten 
blauen Substanz. 

5. Uberfiihrung derselben in Indirubin. 

Schlieblich werde ich noch einige Worte dariiber zu sagen 
haben, wie die Uberfiihrung des blauen Farbstoffes in den 
roten entdeckt wurde, und habe mieh mit meinen Bemerkungen 
sowohl an Herrn J. Bouma, wie an Herrn A. Ellinger zu 
wenden, also: 

6. Ursprung der Entdeckung, dab dee durch Chlorotorin- 
ausschiitteln gewonnene blaue Farbstoff in Indirubin tibergefiihe' 
werden kann. 

I. Das Vorkommen von Isatin in Urin, der mit Obermayers 
Reagens behandelt wurde. i 

Diese Frage scheint’ mir keiner eingehenden Diskussion 
mehr zu bediirfen, seitdem Ellinger') und ich?) gleichzeitig 
') 
) 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 186. 
L. C. Maillard, L’Indoxyle urinaire et les couleurs qui en 
dérivent, p. 69. Paris 1903. 
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das Isatin in Urin fanden, der mit Obermayers Reagens be- 
handelt war, und seitdem Bouma?) wenigstens fiir gewisse 
Mille diesen Befund bestitigt hat. 


Il. Die GroBe des Verlustes durch Uberoxydation in verdtinnten 
Loésungen von indoxylschwefelsaurem Kalium. 

Nachdem ich durch meine friiheren Untersuchungen fest- 
vestellt hatte, dab ein Teil des Harnindoxyls durch das Ober- 
mayersche Reagens in Isatin verwandelt wird und dann durch 
die darauffolgenden Manipulationen der quantitativen Bestimmung 
entzogen wird, stellte ich mir die Frage, ein wie grober Bruch- 
teil des Indoxyls auf diese Weise zu Isatin tiberoxydiert werden 
kann, besonders in dem = Falle, wenn die Fliissigkeit keine 
oxydabeln Substanzen enthielt, die imstande sind, das Indoxyl 
zu schiitzen. An einer andern Stelle?) habe ich mitgeteilt, 
dab eine Auflédsung von 0,01-—0,02 g indoxylschwefelsaurem 
Kali im Liter Wasser, wenn man sie mit dem gleichen Volumen 
des Obermayerschen Reagens versetzt und dann mit Chloro- 
form schiittelt, heine Spur einer Verfiirbung mehr hervorrief. 

Dahingegen hat Ellinger®) unter sonst gleichen Bedingungen 
noch mit einer Verdiinnung von 2 oder sogar 1 mg = indoxyl- 
schwefelsaurem Kalium eine deutliche Blaufiirbung des Chloro- 
forms erzielen kénnen. Ein soleher Widerspruch zwischen 
unsern beiden Resultaten scheint mir sehr in die pan ZU 
fallen. Ellinger sueht dies damit zu erkliiren, dab er be- 
hauptet, mein Priiparat sei nicht rein gewesen. Mdglicherweise 
ist ja nun in dem strittigen Punkte die Meinung Ellingers 
die richtige, aber gewih aus einem ganz andern Grunde,| 
wegen der von Ellinger angenommenen Unreinheit mdines 
Priiparates. Natiirlich konnte ich bei der geringen Menge von 
Indoxylsulfat, tiber die ich tiberhaupt nur verfiigte, nicht noch 
einen ausreichenden Teil fiir cine genaue Kontrolluntersuchung 


als 


opfern, wie ich es gerne getan hiitte, aber ich habe trotzdem 
gute Griinde,!) mein Priparat als rein zu betrachten, und die 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 366. 
*, L’Indoxyle urinaire ete., p. 3. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 26. 

‘) L'Indoxyle urinaire etc., p. 30. 
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Spuren fremder Substanzen, die es hat enthalten kénnen. 
werden, wie ich glaube, nicht hingereicht haben, um die Ober- 
maversche Reaktion zu stéren. 

Die wahre Ursache fiir die erwiihnte Verschiedenheit js: 
in dem Obermayerschen Reagens selbst zu suchen. Nach 
Verdflentlichung dieser Versuche niimlich machte ich die Be- 
obachtung, dab die Flaschen mit dem Reagens, das durch Auf- 
losung von 2,5 g kristallisiertem FeCl, in 1 Liter konzentriertey 
Salzsiiure gewonnen war, wenn man sie einige Tage dem Lichte 
aussetzte, einen intensiven Geruch nach Chior oder Oxyden 
des Chiors verbreiteten. Ohne fiir jetzt dieser Erscheinuny 
naher nachforschen zu wollen, ich es doch als méelich 
hinstellen, dab das in Losung befindliche Eisen, vielleicht als 
Katalysator wirkend, die Oxydation der Salzsiure beschleunig! 
habe. Wie dem auch sei, jedenfalls hatten diese Fliissigkeiter 
eine ganz aubergewohnlich grobe Oxydationskraft.  Moglicher- 
weise habe ich nun bei meinen Versuchen verdiinnten 
Losungen von Indoxylsullat ohne mein Wissen ein aul diese 
Weise veriindortes Reagens verwendet, was die Hyperoxydatio), 
des Indoxyls zu Isatin erklaren wiirde. 

Auf diese Fehlerquelle mub jedenfalls hingewiesen werden 
uid man wird von nun an bei allen derartigen Untersuchungen 
sich vor einer Verainderung des Obermayerschen Reagens 
zu hiiten haben. 

Wenn man aber die Widerstandsfiihigkeit) des Indoxy.- 
sulfates gegeniiber einer Salzsiurelosung, die auber FeCl), nichts 
anderes Oxydierendes enthilt, in betracht) zieht, so ist doch 
wohl anzunehmen, dai die Resultate Ellingers der Wahrhei! 
mehr entsprechen als die meinigen, was ich um so leber zu- 
gebe, als ich witinsche, dab in anderen Punkten meine Meinung 
aufrecht erhalten werde. 


III. Uber die Notwendigkeit, die Chloroformlésung der erhaltenen 
Farben mit alkalischer Waschung zu reinigen. 


Hier folgt zuerst eine der analytischen Vorschriften, aul 
deren Befolgung ich aufs neue dringend hinweisen mochte. 
Nachdem der Urin mit basischem Bleiacetat gereinigt, das Fil- 
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trat mit Salzsiiure (mit oder ohne Zusatz von FeCl,) behandelt 
und mit Chloroform erschépft ist, nachdem man ferner die 
Chloroformlésung dekantiert und filtriert’ hat, ist) diese doch 
noch nieht rein, selbst wenn sie vOllig klar erscheint. Mehr- 
maliges Schiitteln mit destilliertem Wasser bringt zwar einige 
briiunliche Produkte und den Uberschu8 von Salzsiiure zum 
Verschwinden, aber trotzdem bleibt die Chloroformlésung noch 
sehr unrein. 

Bei anderer Gelegenheit!) habe ich den Nachweis erbracht, 
dab die Chloroformlbsung, nachdem man sie mit reinem Wasser 
geschittelt, dekantiert und fillriert hat, mindestens noch die 
folgzenden Substanzen enthalt: Indigotin (oder Hemiindigotin), 
Indirubin, Spuren von fsatin,?) Phenol, aromatische Siiuren 
und Oxysituren, und eine oder mehrere gelbe Substanzen; kurz 
es ist darin, abgesehen von den Indigofarbstoffen neutralen 
Charakters, eine Menge organischer Produkte saurer Natur 
vorhanden. 

Welche sind nun die Substanzen des Chloroformauszuges, 
die in die schwefelsaure Losung tibergehen miissen, um der 
Titration mit KMnO, unterworfen zu werden? Offenbar nur 
die Derivate des Indoxyls und zwar vor allem das Indigotin 
und das Indirubin. Die Phenole und die aromatischen Siiuren 
und Oxysauren haben ja offenbar nichts mit der quantilativen 
Bestimmung des Indoxyls zu tun. Das Isatin aber ist, wenn 
die Oxydation nur hinreichend vorsichug vorgenommen war, 
noch gar nicht aufgetreten: sollten jedoch trotzdem Spuren 
davon vorhanden sein, so hat es keinen Wert, sie zu beseitigen, 
denn bei der Titration mit KMnO, sind sie nicht im Wege. 

Es bleiben nun noch die tibrigen gelben Substanzen, die 
trotz der Behandlung mit destilliertem Wasser in dem Chioro- 
form zuriickgehalten werden: die Natur dieses KOrpers ist’ uns 
unbekannt. Bouma®*) hat zwar behauptet, sie seien Derivate 
des Indoxyls und identisch mit dem «Indigogelb» von Crinsoz; 
aber abgesehen davon, daf man noch gar nicht weib, was 

') L'Indoxyle ete., p. 28—30. 

7) Wenn man FeCl, gebraucht hat. 

*; Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 368. 
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dieses aus dem pflanzlichen Indigo gewonnene «<Indigogel}. 
eigentlich ist und ob es tiberhaupt von dem Indoxyl herstammit. 
hat es auch gar keinen Wert, es mit den gelben Produkten 
aus dem Urin, um die es sich hier handelt, in Verbindung zy 
bringen. Die einzigen Merkmale, welche Bouma fiir diese 
Identitiit, anfiihren konnte, sind folgende: Der aus dem Urin 
gewonnene gelbe Farbstoff ist schwer l6slich in kaltem. leich; 
in warmem Wasser, ferner mit gelber Farbe in Alkalien. mit 
braungelber in’ konzentrierter Schwefelsiure JOslich. Das ist 
aber sehr wenig, und man wird gewih ohne Mihe eine Menge 
velber Stoffe finden kénnen, die dieselben Eigenschaften auf- 
weisen, sodafi es sehr gewagt erscheint, auf Grund dieser Vor- 
wussetzungen zu behaupten, die gelbe Substanz des Chloro- 
formextrakts sich vom Indoxyl ableite. 

In einer Reihe yon Fiillen habe ich untersucht,!) ob die 
in Rede stehenden gelben Stoffe Stickstoffe enthalten, habe aber 
keinen darin gefunden. Ich will damit) nicht behaupten, da 
die Chloroform!6sung niemals Stickstoff (auBer Indigoblau 
und Indirubin) enthalten konnte, nur dab der Stickstoff kein 
regelmiBbiger Bestandteil der gelben Substanz ist und diese auch 
nicht der Indoxylgruppe angehoren kann. 

Ohne mich des niiheren itiber ihre Natur aussprechen zu 
wollen, mochte ich es doch fiir wahrscheinlicher halten, dat) 
sie ein phenol- oder chinonartiges Oxydationsprodukt sei, oder 
dal sie vielleicht zu den Huminstoffen gehore. 

Alles in allem: solange das angebliche «Indigogeib» nicht 
als solches erwiesen ist, wird man es vor der Bestimmung 
ausscheiden miissen und die Methode Boumas,?) die sich 
damit begniigt, den Chloroformriickstand auf dem Wasserbade 
zwecks Entfernung fliichtiger Verunreinigungen zu erwiirmen, von 
einer Reinigung mit warmem Wasser aber absieht, aus Furcht, 
den gelben Farbstoff zu entfernen, scheint mir nicht zulassig. 

Aus dem eben Gesagten ergibt sich also, daB alle Be- 
standteile der Chloroformlésung, mit Ausnahme des Indigotins 
(oder Hemiindigotins) und des Indirubins, als Verunreinigung zu 


L'Indoxyle ete., p. 28. 
*, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 369. 
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hetrachten sind und vor der Titration beseitigt werden miissen. 
Die Gesamtheit der Verunreinigungen, in SchwefelsiiurelOsung 
gebracht, vermag, wie ich mich itiberzeugt habe, ein wenig 
Kaliumpermanganat zu reduzieren.!) Wenn auch, wie es die 
Ansicht Ellingers?) ist, diese Fehlerquelle in mehreren Fiillen 
minimal und deshalb nicht sehr beachtenswert erseheine, so 
kann man dartiber doch nie im yoraus Sicheres wissen, denn 
die Menge und Art der chloroformléslichen sauren Verunreini- 
cungen wechselt moglicherweise sehr mit der Art des jedesmal 
intersuchten Urines, besonders in pathologischen Fiillen. 

Auberdem habe ich schon darauf aufmerksam gemacht, *) 
daly die Anwesenheit von briiunlichen Stoffen in einer Fliissig- 
keit, in der man bei gelber Grundfarbe das Verschwinden der 
letzten Spur Rosa beobachten will, die schon an sich schwierige 
Bestimmung des Endes der Reaktion unmodelich macht. Hierin 
wird mir Kllinger gewib nicht widersprechen koOnnen, denn 
er fiihrt, allerdings ohne mich zu zitieren, selbst meine Argu- 
mente an.4) — Somit halte ich also daran fest, dal es uner- 
iiblich ist, die Indoxylfarben von allen Verunreinigungen zu 
befreien., 

Ist nun die Reinigungsmethode, deren sich Ellinger®) 
bedient, ausreichend? Sie besteht darin, dafi man die rohe 
Chloroformlésung, so wie man sie aus dem Urin gewonnen 
hat, destiliert und dann den Trockenriickstand mit warmem 
Wasser wiischt. Ohne Zweifel beseitigt man auf diese Weise 
eine betrichtliche Menge von Verunreinigungen, aber die trockene 
Indigokruste hilt noch einen Teil davon energisch fest,®) und in 
dieser Meinung kann es mich auch bestiirken, wenn Ellinger?) 
selbst niemals deutliche Millonsche Reaktion in seinem Wasch- 
wasser hat nachweisen kénnen, vorausgesetzt, die Extraktion 


') L'Indoxyvle ete., p. 81. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XiI, S. 27. 

L'Indoxyle ete., p. 82. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 28. 

°) Ellinger, Zur Methodik der Indikanbestimmung im Harn, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 178. 

®) L'Indoxyle ete., p. 82. 

7, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 189. 
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mit Chloroform war nicht zulange fortgesetzt worden, wiihrerd 
ich doch immer Phenole in der Chloroformlésung habe iach. 
weisen kOnnen. Auberdem riskiert man stets, beim Waschey 
des Trockenriickstandes mit warmem Wasser einige ‘Teilchen 
abzureifen und sich auf diese Welse mancherlei schwierigkeiten 
zu bereiten. | 

Demgegeniiber ist das Verfahren, welches ich anwende. 
eleichzeitig zuverliissig scharf und bequem, indem man 
nicht Gefahr laiuft, Teilchen mitgerissener Substanz wieder 
summeln mussen, 

Ks besteht einfach darin,!) dab man die (schon vorhe 
mit reinem Wasser ausgeschiittelte) Chloroformlésung mit einer 
Natronlésung von 1 auf 1000 wiischt. Dann gehen sofor 
alle fremden Substanzen in die alkalische Fliissigkeit 
liber. Alle, die dies Verfahren auf meine Empfehlung ange- 
wandt haben, sind sehr damit zufrieden gewesen und haben 
ausdricklich hervorgehoben, mit welcher Schirfe die einfache 
Mischung der LOsungen sofort die gelben Verunreinigungen zu 
beseitizen vermag. Zweilellos wird Herr Ellinger selbst die 
Methode priifen und gewifi wird die Vorliebe fiir seine eigen 
Methode in den Hintergrund treten gegeniiber dem ihm eigenen 
Bestreben, mit moeglichst korrekten Mitteln zu arbeiten. 

Die mit dem alkalischen Wasser gewaschene Chloroform- 
losung wird dann zur beseitigung von Spuren Alkali mit reinem 
Wasser behandelt. Wenn man sie nun eindampft, 
ein Riickstand, den man nur in iiblicher Weise mit Schwete!- 
siiure aufzunehmen hat, um die gewiinschten Sulfoverbindungen 
des Indigotins und Indirubins in volliger Reinheit zu erhalten. 
IV. Chloroformléslichkeit der aus dem Urin ausgeschiittelten blauen 

Substanz. 

Meine Meinung ist es auch jetzt noch, daB die blaue 
Substanz, die durch Schiitteln in das Chloroform tibergeht, vom 
Indigotin verschieden ist. An anderer Stelle?) habe ich bereits 


') GC. R. Soe. de Biologie, vol. LV, p. 696; C. R. Académie des 
Sciences, vol. CXNXXVI, p. 1472; L'Indoxyle etc., p. 4, 28, 50, 72, 81. 82. 

7) C. R. Acad. d. Sciences, vol. CXXXIV, p. 470; L'Indoxyle ete.. 
18—20. 
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darauf aufmerksam gemacht, dab, wenn man das passende Ver- 
Wiltnis zwischen dem Urin und dem Loésungsmittel auswiihlt, 
man oft Loésungen bekommt, die sich ganz anders als eine 
vesiittigte LOsung von Indigotin in Chloroform verhalten und sich 
doch nicht im Zustande der iibersiittigten L6sung befinden, denn sie 
hilden nach langem Stehen keinen Niederschlag, vielmehr zeigen 
sie cine Umwandlung, von der weiterhin noch die Rede sein soll. 

Ellinger') weist auf Versuche hin, aus denen hervor- 
eehen soll, dab der augenfillige Unterschied in der Loslichkeit 
allein auf die Anwesenheit von Salzsiiure im Chloroform hin- 
deute, denn gewohnliches Indigotin lose sich viel ausgiebiger 
in salzsiiurehaltigem Chloroform, als in neutralem. Das ist sehr 
moglich, und ich moéchte noch hinzufiigen, die Rolle 
der Siure sich in diesem Falle nicht auf die alleinige Erhohung 
der Loslichkeit’ zu beschriinken scheint, denn gewisse Beobach- 
tungen legen den Gedanken nahe, dab die Wirkung einer auch 
nicht sehr konzentrierten Salzsiiurel6sung zu Erscheinungen 
viel komplizterterer Art fiihren kOnne, tiber die ich mich hier 
eegenwirtig aber nicht zu adubern habe. 

Aber selbst zugestanden, man konne sich nicht auf den 
Unterschied in der Loslichkeit der beiden Substanzen. stiitzen, 
so hat das durchaus eine minimale Bedeutung fiir die Frage 
nach dem Hemiindigotin. Ich glaubte auf die empirisch ge- 
fundene ‘Tatsache der gréBberen Loslichkeit hinweisen zu miissen, 
habe ihr aber stets nur einen nebensiichlichen Wert beigemessen. 
Die Chemiker haben ja von jeher so viele Abnormiltiiten gefunden 
in der Art, wie sich die Koérper gegeniiber von Losungsmitteln 
verhalten, sodaf} man sich mit solchen Unterschieden wohl nicht 
hegniigen darf, wenn man die Identitiit oder Verschiedenheit 
zweier Korper feststellen will. Ganz anders verhalt es sich nun 
aber mit der folgenden Erscheinung. 

V. Uberfiihrung der aus dem Urin mit Chloroform extrahierten 
blauen Substanz in Indirubin. 

Im Jahre 1902 habe ich?) behauptet, da die im Chloro- 
form angehiiufte blaue Substanz sich unter gewissen Umstinden 

‘) Diese Zeitschrift. Bd. S. 31. 

*) C. R. Acad. d. Sciences, vol. CXXXIV. p. 470. 

29* 


Seek 


{| 
| 
an 
Pi 


44GB Louis C. Maillard, 


in Indirubin umwandelt. Da eine Reihe Priiparate von Indigotin 
verschiedenster Herkunft (auch aus dem Urin trocken darge- 
stellte wurden verwendet), wenn man sie nur ganz kurze Zeit 
mit einer sehr verdiinnten Alkalilésung in Beriihrung lieB, niemals 
ein iihnliches Verhalten zeigte,!) so zog ich daraus den Schluf. 
dafi die unter dem Namen Indigoblau oder Indigotin gewo6hnlich 
bekannte Substanz sich von der blauen in angesiiuertem Chloro- 
form vorhandenen unterscheiden mitisse, und bezeichnete die 
letztere vorliiufig mit dem Namen Hemiindigotin. 
Ellinger?) meint ich habe mich getiiuscht und die beiden 
Substanzen seien identisch: wenn er das aber beweisen will. 
so mub er entweder feststellen, dab mein Hemiindigotin sich 
nicht in Indirubin umwandeln labt, oder dab das gewohnliche 
Indigotin dieser Umwandlung gleichfalls unterzogen werden kann. 
Nun aber wandelt sich die blaue Substanz in der sauren 
Chloroformlésung zu Indirubin um, in der Kiilte langsam. in 
der Wiirme jedoch schneller. Bouma?*) hat als der erste 
deutlich auf diese Erscheinung aufmerksam gemacht, thr Vor- 
handensein aber aus Riicksicht auf die damals herrschenden 
Theorien widerrufen und das anfangs Beobachtete Abrede 
stellen) zu miissen geglaubt.4) Als ich nun meinerseits®) im 
Jahre 1902) die Uberfiihrung der blauen, im sauren Chloro- 
form gelOsten Substanz in Indirubin konstatiert hatte und 
auf diese Weise die Tatsachen gegentiber den Theorien 
wieder zu Ehren brachte, kam Herr Bouma sogleich auf seine 
Meinung zuriick und nahm, ohne meine Veroffentlichungen auch 
nur zu erwiihnen, das Urheberrecht fiir diese Entdeckung fiir 
sich in Anspruch.®) Dabei haben Porcher und Hervieux ‘) 


') L'Indoxyle etc., p. 22. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 32. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 3. 334. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 122. 

8) C.R. Acad. d. Sciences, vol. CXNXXIV, p. 470; Bull. de la Societe 
chim., Paris, vol. XXIX, p. 586; C. R. Soe. Biologie, vol. LV, p. 777. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 364. 

7) Ch. Porcher und Ch. Hervieux, Uber Harnindikan, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 147. 
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die Genauigkeit meiner Angaben bestitigt und sogar Ellinger?) 
hegt keinen Zweifel an der erwahnten Umwandlung, vielmehr gibt 
er in seiner letzten Abhandlung zu, dali der Ubergang von Blau 
in Rot eine Beobachtung ist, «welche wohl noch niemandem bei 
Ausfiihrung einer Indikanbestimmung nach der alten Wangschen 
Methode entgangen ist».2) Da also auch Ellinger dies zugibt, 
so ist man sich darin ja nun einig, dai die von mir als Hemi- 
indigotin bezeichnete Substanz sich in Indirubin unwandeln kann. 

Verhalt sich nun das Indigotin ebenso? Wang, *) welcher 
sowohl gereinigtes pflanzliches Indigotin, als auch aus Urin 
in festem Zustande gewonnenes stundenlang mit Chloroform 
unter Anwendung des Riickflubktihlers kochen tieb, hat keinen 
Wechsel in der Probe beobachten kénnen. Bouma*) kam 
zu demselben HResultat und dieser Miberfolg veranlabte ihn, 
den Gedanken an die Umwandlung des blauen Farbstoffes in 
den roten, die er friiher bei der Untersuchung am Urin be- 
obachtet hatte, aufzugeben. Mich hat nun gerade diese Un- 
movlichkeit, das Indigotin in Indirubin iiberzufiihren, auf den 
Gedanken gebracht, dab in dem Chloroformextrakt des Urins 
noch eine besondere Substanz sein miisse, und die negativen 
Resultate,®) die ich erhielt, erstrecken sich auf Indigotin der 
verschiedensten Herkunft: so sieht sich denn auch Ellinger,®) 
der «dariiber keine eigene Erfahrung» hat, gezwungen zuzu- 
geben, dab alle diese Untersuchungen anscheinend die Unmdg- 
lichkeit erweisen, reines Indigotin Indirubin tiberzuftihren. 

Aber, meint er, wenn das Indigotin schon von einer ge- 
wissen Menge Indirubin begleitet ist, dann bewirkt modglicher- 
weise das letztere den Beginn der Reaktion und die Umwandlung 
kann sich alsdann weiter fortsetzen. Ellinger glaubt dies 
durch folgenden Versuch erwiesen?) zu haben: Synthetisch ge- 
wonnenes Indigotin B. A.S.F., das ein wenig Indirubin  ent- 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 187. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 22. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 576. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 5S. 122. 

L'Indoxyle ete., p. 22. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 32. 

Diese Zeitschrift. Bd. XLI, S. 31. 
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halt, wird mit Chloroform, das vorher mit Salzsiiure behandel 
war, geschiittelt. Man erhilt eine deutlich violette Losune. 
die durch Destillation auf dem Wasserbad in Rotviolett. iibep- 
geht. Dieser Wechsel der Farbe wiihrend des Destillierens 
wire nun allerdings ein gewjehtiger Kinwand, wenn er wirklich 
den Beweis fiir die Bildung einer neuen Menge Indirubin ent- 
hielte. Doch dem ist nicht so: eine lingere Erfahrung berechtict 
mich zu der Behauptung, dali die blob angesehene Farbenniiance 
sehr betriiglich ist und man keineswegs auf diese Weise iiber den 
Gehalt an Indirubin zu urteilen imstande ist. Schon lange weil 
man, dab Losungen von Indigotin nicht rein blau sind, sondern 
einen Stich ins Purpurfarbene aufweisen, was beim Indirubin 
nicht vorkommt, aber durchaus leuchtendroten eile 
des Spektrums entspricht. Nachdem ich mir nun mit ziemlicher 
Miihe eine Reihe Priiparate véllig reinen Indigotins hergestellt 
hatte (d. h. nach mehrmaligem Durchschiitteln mit Ather!) war 
keine Spur von Indirubin mehr in der Schiittelfliissigkeit), konnte 
ich beobachten, dab die Chloroformlésungen der verschiedenen 
Priiparate, in Glastlaschen gefiillt, einen purpurroten Wider- 
schein gaben und da’ es nur von der Form des Gefiibes abbing, 
wenn der Farbenton etwas mehr oder weniger violett) war: 
in gleicher Weise kommen die Art der beleuchtung und die 
Konzentration der L6sung in Betracht. Wenn man dann also 
eine LOsung von gréblmoglicher Konzentration mit) reinem 
Indigotin herstellt, so wird die Farbe deutlich violett. ver- 
diinnt man dann mit Chloroform, oder priift man einfach nur 
eine diinnere Schicht, so niihert sich der Ton dem Blau. Kon- 
zentriert man aber eine verdiinnte, also blaue LOsung, so wird 
sie ganz unmerklich violett, und dennoch labt der daraus erhaltene 
Troekenriickstand Atherextrakt keine Spur von Indirubin 
zuriick, 

Vielleicht liegt der Beobachtung Ellingers dieses Phi- 
nomen zugrunde. Die Lésung muBte ja, wenn er sie aul 
dem Wasserbade erhitzte, schlieblich etwas mehr ins Rote 
hiniiberspielen, aus dem einfachen Grunde, weil sie kon- 


') L'Indoxyle ete, p. 52. 
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ventrierter wurde. Daf aber auch nur eine Spur von In- 
dirubin neugebildet sei, ist in keiner Weise erwiesen und somit 
verliert der Versuch von Ellinger seine Bedeutung. 

Um eine Umwandlung des Indigotins in Indirubin sicher 
yu konstatieren, man von emer Chloroformlésung aus- 
vehen, die beide Stoffe in genau bekanntem Verhiiltnis enthielte, 
sie mit angesiiuertem Chloroform erhitzen und von neuem 
priifen, wieviel von jedem Farbstoff jetzt vorhanden ist. Nun 
kenne ich aber gegenwiirtig nur ein Mittel, dies moglich zu 
machen: Man mufi das Indirubin ausscheiden, indem man den 
Riickstand der abdestillierten Chloroformlésung kaltem 
Ather auswiischt. Ich habe das sehr oft ausgefiihrt, dabei 
aber die Erfahrung gemacht, da®B immer noch Indirubin in den 
kleinen Partikelechen von Indigotin zurtickgehalten wird und 
man deshalb stets fiir eine Erneuerung der Oberfliiche zu sorgen 
hat. Zu diesem Zwecke brach ich den Kolben mit dem Riiek- 
stand entzwei und nahm diesen zusammen mit den Scherben 
mit siedendem Chloroform in einem ununterbrochen titigen 
Apparate auf, was bisweilen Wochen in Anspruch nahm.  Hiitte 
hierbei das in der Mischung vorhandene Indirubin die Um- 
wandlung des Indigotins befOrdern koénnen, so wiire hierzu 
wirklich hinlanglich Zeit gewesen,?) und ich hatte schlieBlich 
nur noch Indirubin finden miissen. Nun aber verschwand die 
letzte Spur von Indirubin schon nach einer sehr geringen Zahl 
von Atherextraktionen (3, 4 oder 5), sodah es sich nur um 
eine festbegrenzte Menge zu entfernender Substanz, nicht aber 
un ein sich immer wieder vermehrendes Quantum handeln 
konnte. Ohne dem Resultate des Versuches, den ich hier 
eben kurz skizziert habe, vorgreifen zu wollen, kann ich mich 

') Man koénnte sich fragen., ob dieser triigliche Anschein nicht 
auch das schon erwiihnte Phiinomen der Umwandlung von Hemindigotin 
in Indirubin erkliren kénnte. weifs dariiber nichts fiir die Beobachtung 
Boumas: aber, was mich betrifft. habe ich diese Umwandlung nicht 
blofs auf eimen Farbenwechsel, wohl aber auf die Reindarstellung des 
lndirubins begriindet. 

?) Obgleich ich es vermieden habe, dem Chloroform noch selbst 
“alzsiiure zuzusetzen, so fand ich doch, dafs sehr bald eine saure 
Reaktion auftrat, wortiber man sich nicht wundern kann. 
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doch der Ansicht nicht verschlieben, er wenig Ays- 
sichten bietet. 

Gegenwiartig ist also kein Grund vorhanden, die Identiti 
der beiden Substanzen aufrecht zu erhalten und an der Kivey)- 
artigkeit des (wie ich zugebe, sehr unvollig bekannten) Korpers, 
den ich als Hemiindigofin bezeichnet habe, zu zweifely, 
Was nun die «Spekulationen» angeht, in die ich mich naeh 
Ellingers!) Meinung tiber die in Rede stebende Frage 
velassen habe, so erwidere ich, dab sie in meinen Augen nichts 
weiter wie jede andere chemische Theorie, namlich etwas sehy 
Schematisches und Provisorisches sind. Sollte Herr Ellingey 
den Wert der Strukturformeln tiberhaupt in Zweilel ziehen. 
dann wire freilich eine Diskussion ohne Aussicht, andernfalls 
muB er zugeben, dab man verschiedene Korper auch mit ver- 
schiedenen Strukturen versehen mub. 

Da die Verwandtschaft der beiden blauen Substanzen 
augenscheinlich war, so lag der Gedanke nahe, sie kénnter 
polymer sein, und man wird verstehen, dab die kryoskopischen 
Bestimmungen von Vaubel,?) die etwa um dieselbe Zeit ver- 
Offenthicht wurden und dem Indigotin wie Indirubin die Forme! 
Cy.H,).N,O, zuerteilten, mich nicht veranlassen konnten, meine 
Meinung zu iindern. 

Ks ist hier nicht der Ort, alle die Eroérterungen noch 
einmal anzufiihren, die in meiner Arbeit’ tiber «L’indoxyle 
urinaire et les couleurs qui en dérivent«#) finden sind. 
Nur kurz mochte ich daran erinnern, dai nach meiner Ansiclit 
zwel Molekiile Indoxyl nach Abspaltung des Siéurerestes sich 
direkt zu einem Molekiil Hemiindigotin oxydieren: 

CHC Sc 
‘NH NH 
einer blauen Substanz, die sich in alkalischem Mittel beinahe 
augenblicklich polymerisiert zu Indigotin: 


') Diese Zeitschrift, Bd. S. 32. 

*) Chemiker-Zeitung, Bd. XXV, S. 725. 

‘) L. C. Maillard, L'Indoxyle urinaire et les couleurs qui ¢i 
dérivent, L vol. in 8°, 120 p., Paris, Schleicher fréres, 1903. 


= 
feos 
ae 
| 


Uber die Entstehung der Indoxylfarbstoffe u. die Bestimmung ete. bl 


Kommt dagegen dem Lésungsmittel eine saure Reaktion 
zu. so polymerisiert sich das Hemiindigotin zu Indirubin: 


CO CO 
Sen 
\NH/ 
NH NH 


Was auch immer die Zukunft dieser meiner Ideen sein 
wird, so mu ich doch darauf hinweisen, dah diese Theorien 
mir es erlaubten, die Anwesenheit von Indirubin neben Indigotin 
verstiindlich zu machen, ferner die Uberfiihrung des Indigoblau 
in Indigorot zu erkliren. Des weiteren konnte ich auf diese 
Weise vorhersehen, wann man bei der Analyse rote, violette 
oder blaue Chloroformextrakte gewinnt, und schlieflich habe 
ich die Legende vom Skatoxyl aus der Welt geschafft, soda sich 
also jetzt die Krorterungen tiber eine Reihe von Harnfarbstoffen, 
die friiher Hunderte von Publikationen im Anspruch nahmen, 
in klarer Weise auf einer einzigen Seite zusammenfassen lassen. 

Mégen diese meine «Spekulationen» nur diesen einen 
Erfolg gehabt haben, modgen sie sich dann_ spiiter vielleicht 
iiberleben, um anderen Platz zu machen (wogegen ich nichts 
einwenden werde: ohne damit keineswegs sagen zu wollen, 
dali ich jetzt schon Veranlassung habe, sie zuriickzunelimen), 
so bin ich doch der festen Meinung, dah sie fiir die Wissen- 
schaft mehr Wert haben, als jenes andere Verfahren, welches 
zugunsten alter Formeln neugefundene Tatsachen unbertick- 
sichtigt 


VI. Uber den Ursprung der Entdeckung von der Umwandlung des 
chloroformldéslichen blauen Farbstoffes in Indirubin. 


Moglicherweise ist dieser Vorgang schon vor langer Zeit 
einmal beobachtet und man mag vielleicht bet den iilteren 
Autoren einige diesbeziigliche Andeutungen vorfinden; ich habe 


CO. CO 
NH 
NH“ 
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mich indessen wegen Mangels an Zeit) nicht danach umsehey 
konnen. Der erste, der in ausfithrlicher Weise iiber die Upep- 
fiihrung von Indigoblau in Indigorot spricht, ist (1891) H. Rosin?) 
gewesen. Er unterzog das Indigotin einer Sublimation und 
fand in dem Sublimat ein, wenig Indirubin, aber wie ich an 
anderer Stelle schon bemerkt habe,?) hat er nicht: tiberzengernd 
dargetan, dab das urspriingliche Indigotin frei von Indirubin 
war, sodafi die Frage noch weiterer Prifungen bedurfte. 

Ferner hat Bouma®) im Jahre 1899 angegeben, dali bei 
der Destillation einer Chloroformlésung, mit der man he- 
handelt’ hatte, die blaue Farbe oft in Blauviolett) tiberging.') 
Als bald darauf Wang) dem entgegenhielt, das pflanzliche 
Indigotin sowie das eingedampfte Urinpriiparat einer solchen 
Farbeninderung nicht unterliegen, untersuchte Bouma®) you 
neuem Indigoblau, aber in festem Zustande, und konnte nun 
von einer Rotfirbung nichts mehr wahrnehmen. Demzufolve 
erklirte er unumwunden, er habe sich vorher getiiuscht,% 
und kam erst nach meiner Veroffentlichung auf jene seine 
friihere Ansieht zuriick. 

Die Tatsache, dali Bouma spiiter seine erste Beobachtung 
widerrufen hat, und vollends, daB er dies aus Griinden getan 
hat, die bis zur Evidenz erwiesen, dab er ihre Tragweile nicht 
ermessen konnte (denn er hat es ja vorgezogen, die Tatsachen 
zurickzuweisen, anstatt auf die vorurteilsvolle und génzlich aus 

Arch. fiir pathol Anatomie, Bd. CXNIIT, 560, 


*) LiIndoxvle ete.. p. 46. 

Diese Zeitschrift, Bd. NAVIT, S. 354. 

') «Da ich Ofters bemerkt hatte, wihrend des Abdestillierens 
des Chloroforms bei Siedehitze desselben die blaue Farbe plétzlich einen 
Stich ins Violette zeigte, ja sogar ins Blauviolette umschlug, kam ich 
zu der schon erwihnten IHypothese der Depolymerisation, — » 

Diese Zeitschrift. Bd. NAVITL S. 576. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. NNX, S. 122. 

7) «Im metner vorigen Mittetlung habe ich angegeben, dafs schon 
Frhitzen der Chloroformlésung Indigoblau teilweise in) Indigoro! um- 
wandeln werde. Ich muf Wang zugeben, dafs ich mich in dieser An- 
gabe geirrt habe. Beim Nachpriifen mit reinem aus der Baverschen 
Fabrik erhaltenem Indigoblau) habe ich diese Angabe nicht bestiitigt 


cefunden. 
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der Luft gegriffene Theorie von der Identitit der beiden blauen 
Marbstoffe zu verzichten), benimmt thn des Urheberrechtes an 
dieser Entdeckung, ganz besonders des alleinigen. 

Aus demselben Grunde !) habe ich auch dagegen Einspruch 
erhoben, Herr Ellinger?) diese Entdeckung Bouma zu- 
<-hreibt. Zwar meinte ich anfangs, Herr Ellinger ignoriere 
meine Publikationen, aber, wie er zugesteht, hat er sie nur 
deshalb nicht zitiert, weil sie sich mit semer eigenen Anschau- 
une nicht deckten:*) da méchte ich ihn doch ohne anderweilige 
Kommentierung darauf hinweisen, dab er sich mir gegeniiber 
derselben Ungerechtigkeit schuldig macht, deren Opfer er selbst 
<ejfens eines andern Autors zu sein sich beklagt.*) 

Aber noch viel erstaunter war ich, als Bouma in einer 
vom August 1903 datierten Abhandlung®) behauptete, die Uber- 
fiihrung des blauen Farbstoffes in den roten sei von ihm selbst 
nachgewiesen und von Ellinger bestiitigt, wobei er meine 
Untersuchungen giinzlich mit Stillschweigen iiberging. Ange- 
nommen nun auch, meine zusammenfassende Arbeit tiber 

L,indoxyle urinaire»®) set damals noch nicht in die Hiinde 
des Herrn Bouma gekommen und er habe von meinen Vor- 
triigen am 24. April und 12. Juni 1905 in der Société chimique 
de Paris, am 6, und 20. Juni 1903 in der Société de Biologie 
noch nicht Kenntnis nehmen konnen, so konnte dem betreffen- 
den Autor doch meine Mitteilung vom 24. Februar 1902. in 
Academie des Sciences nicht entgehen. Wie allgemein bekannt 


') L'Indoxyle ete., p. 54. 

*) . . auch Indigoblau in Indigorot unter den Bedingungen 
der Indikanbestimmung iibergehen kann, wie Bouma annimmt, soll nicht 
bestritten werden.» Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI, S.187. 

«... ich habe sie nur aus dem Grunde nicht zitiert . . . weil 
ich von der Unrichtigkeit der theoretischen Anschauungen Maillards... 
iberzeugt war.» Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 29. 

') Diese Zeitschrift. Bd. XI, S. 27. 

... jedoch geschieht die Bildung des Indigorots . durch 
linbildung von Blau in Rot, wie friiher von mir betont, und wie es 
auch von Ellinger bestitigt worden ist.» Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 
364. 

*) Thése soutenue devant la Faculté de Médecine de Naney, le 
[7 juillet 1903. 
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diese geworden ist, geht daraus hervor, dab erst nach ihre, 
Veriffentlichung die Méglichkeit der Uberfithrung des Indigob|.y 
in Indigorot von den Autoren allgemein zugegeben wurde. 

Auch meine erste Mitteilung vom Jahre 19013) ist jy 
den Augen des Herrn Bouma?) nur eine «Bestiitigung, dey 
von ihm erwiesenen Indigonatur des roten Farbstoffes. Offenbay: 
stimmten meine Untersuchungen mit denen Boumas so gu} 
iberein, dab man jene von allen friiheren Autoren anerkannte 
Tatsache, die nur zeitweilig in Vergessenheit geraten war, wieder 
aufirischen konnte. Ich habe hingegen in meiner Mitteiluneg 
noch etwas anderes gebracht, niamlich dai man bei schnellep 
Oxydation den blauen Farbstoff, bei langsamer hingegen den 
roten erhiilt, und indem ich dieser Tatsache weiter nachtforschite. 
ergab sich mir das allgemeine Gesetz der Polymerisation des 
Hemiindigotins als roter oder blauer Koérper, je nach der Reaktion 
des angewandten LOsungsmittels. 

Sowohl tiber jene Tatsache, wie tiber den daraus you 
mir gezogenen allgemeinen Sehluf wird in der letzten Ab- 
handlung Boumas gar nichts erwahnt. Dieser Autor bleibt 
eben dabei, fiir sich eine Entdeckung in Anspruch zu nehmen. 
die er friiher aus Mangel an Verstiindnis abgelehnt hat, und 
so sche ich mich nun gezwungen, gegen ein solches Verfahren 
Kinspruch zu erheben: dies, hoffe ich, wird geniigen, sodaby ich 
mich nicht gendtigt zu sehen brauche, nochmals und zwar in 
eindringlicherer Weise aufzutreten. 

leh denke doch, das Arbeitsfeld der biologischen Chemie 
ist so umfassend, dali jeder mit Ehren sich darauf betitigen 
kann, ohne die Arbeit anderer mit Stillschweigen iibergelen 
ZU omussen. 


CG. R. Acad. d. Sciences, vol. CXXXII, p. 990, 22 avril L901. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 5. 356. 


Beitrage zur Kenntnis der in ungekeimten Pflanzensamen 
enthaltenen Stickstoffverbindungen. 


Von 


E, Schulze und N. Castoro. 
(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1904.) 


Bekanntlich enthalten die Pflanzensamen neben Protein- 
stoffen fast immer nichtproteinartige Stickstoffverbindungen in 
kleiner Menge. Wie viel Stickstoff auf die zuletzt genannten 
Verbindungen fiillt, hat man mit Hilfe der Stutzerschen 
Methode zu bestimmen gesucht. Die dabei erhaltenen Resultate, 
welche fiir eine ansehniiche Zah! von Pflanzensamen vorliegen, 
zeigen bedeutende Schwankungen. Sehr niedrig sind sie bei 
Koniferensamen, indem hier die auf nichtproteinartige Ver- 
bindungen fallende Stickstoffmenge nur 0,03—0,095°/o der 
Samentrockensubstanz betrug.') Fiir die Samen landwirtschaft- 
licher Kulturpflanzen werden folgende Durchschnittszahlen an- 
cegeben :2) 


Weizen 0,240 = 11.2% des Gesamtstickstoffs 
Roggen 0,195 = 94% >» > 
Gerste 0,051 = 2,6 » 
Hafer = » 
Mais 0,090 °/o = 49°%7o » > 
Erbse 0,543 =a 174 » 
Ackerbohnen 0,562° 0 = > 
Sojabohne 0,668 = 10,1 °%/o » 
Lupine, gelbe 0,628 °%o = 88°%o » > 
> blaue 0,410 °%o == 7,7%0 » > 
Leinsamen 0,200 °/o = 5,5°%o » > 


'! E. Schulze, Uber die Zusammensetzung einiger Koniferensamen, 
Landw. Versuchsstationen, Bd. 55, S. 277. 
*) Wolff-Lehmann, Landw. Fiitterungslehre, S. 248. 
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Den’ in unserem Laboratorium nach dem gleichen Ver 
fabren ausgefiihrten Bestimmungen enthnehmen wir noch 
gende Zahlen: 


Wicke 0,504°o = 10,0 ° 5 des Gesamtstickstoffs 
Weile Lupine, entschilt O,790°o == 103° 
Sonnenblume OF100%o ==  » 
Hanf 0,390 %o == 10,3°%o  » 
Kiirbis, entschilt 0,150°/o == 3,4°%o » 


Wie man aus vorstehenden Angaben ersehen kann, liegen 
die in solcher Weise gefundenen Zahlen bei Glreichen Samey 
und bet GetreidekOrnern niedriger, als bei Leguminosen-Samen, 
Bei verschiedenen Mustern der gleichen Samenart zeigten sich, 
aber bedeutende Schwankungen; fiir die Samen gelben 
Lupine z. B. werden Schwankungen von 0,41—1,22° fii 
Weizenkorner solche von OA8—0,30°/o angegeben. Allem 
schein nach ist es von Einflub, ob die Samen besser oder 
weniger gut ausgereift sind; denn in unreifen Samen hat man 
in der Regel mehr nichtprotemnartige Stickstoffverbindunges 
gefunden, als in reifen. 

Auf die Frage nach der Natur der Stickstoffverbindungen, 
die sich in den nach Stutzers Vorschrift zur Ausfiillune der 
Proteinstoffe Kupferhydroxyd  erhitzten Extrakten aus 
Pilanzensamen noch Losung vorfinden, sich eine er- 
schopfende Antwort zur Zeit nicht geben. Man web allerdings, 
dali manche der obengenannten Samenarten— stickstofthaltize 
Basen, wie Cholin, Betain, Trigonellin usw., enthalten? 
und dab neben letzteren hin und wieder auch stickstoffhaltize 
Glukoside, wie Amygdalin und Vicin, vorkommen; doch. tsi, 
so viel man weil, der Gehalt daran so gering, dab dew 
meisten Killen durch diese Stoffe ohne Zweifel nur ein Teil 


') Fir eines der in unserem Laboratorium untersuchten Muster 
der Samen von Lupinus luteus wurde eine Zahl erhalten, die noch unter 
dem oben als Minimum angegebenen Wert liegt, némlich 0,24? 0 | fur 
entschalte Samen). 

M. vel. die Abhandlung E. Schulzes «Untersuchungen iiber 
die zur Klasse dev stickstoffhaltigen organischen Basen gehédrenden be- 
standtetle einiger landwirtschaftlich benutzten Samen, Olkuchen und 
Wurzelknollen, sowie einiger Keimpflanzen». Landwirtschaftl. Versuchis- 


stationen, Bd. 44, S. 23—77. 
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dey Stickstoffmenge gedeckt wird, die nach den in der ange- 
eebenen Weise ausgeftihrten Bestimmungen aul nichtprotein- 
artige Verbindungen fallt. 

Bei Ausfithrung der Untersuchungen itiber den Eiweib- 
umsatz in Keimpflanzen, deren Ergebnisse von E. Schulze 
und seinen Mitarbeitern in einer Reihe von Abhandlungen 
milgeteilt worden sind, war es von Interesse, zu priifen, ob 
schon in den ungekeimten Samen Asparagin oder Aminosiiuren 
oder andere Produkte des EiweiBumsatzes sich vorlinden. Dab 
die Quantitéit soleher Produkte in den ungekeimten Samen aur 
eine sehr geringe sein konnte, war aus dem niedrigen Stick- 
stolfgehalt der von den Eiweibstoffen so vollstiindig wie moéglich 
befreiten wiisserigen Extrakte zu schlieBben. Auch erhielt man 
bei dem Versuche, aus ungekeimten Samen Asparagin oder 


Aminosiiuren zu isolieren, fast ausnalmslos negative Resultate : 


nur aus dem Embryo des Weizenkorns konnte eine sehr 
kleine Quantitéit: von Asparagin abgeschieden werden.  Doch 
konnen. wie in den beziiglichen Mitteilungen hervorgehoben 
ist, die negativen Resultate nicht als ein sicherer Beweis. fiir 
das vollige Fehlen der genannten Stickstolfverbindungen den 
Untersuchungsobjekten angesehen werden, weil die An- 
wendung gebrachten Verfahren die Auffindune sehr kleimer 
Ouantitiiten jener Substanzen keum gestatten. 

Bei Ausfihrung von Versuchen tiber die Bildung von 
Arginin bei der Autolyse (Autodigestion) von Lupinus-Keim- 


pilanzen untersuchten wir auch ungekeimte Lupinussamen auf 


Arginin: dabei stellte sich heraus, Samen von Lupinus 
luteus schon vor der Keimung eine nicht ganz unbetriichtliche 
Quantitiit der genannten Base enthielten. Infolge davon haben 
wir auch noch einige andere Samenarten auf Arginin unter- 
sucht und diese Objekte zugleich auf das Vorhandensein anderer 
nichtproteinartiger Stickstoffverbindungen gepriift. Die dabei 
erhaltenen Resultate teilen wir im folgenden mit. 


1. Samen der gelben Lupine (Lupinus luteus), 


Zur Untersuchung gelangten drei Muster solcher Samen, 
von denen eines aus Frankreich, die beiden anderen aus 
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Deutschland bezogen worden waren. Die Darstellung yop 
Arginin aus diesen Objekten geschah in folgender Weise: 
Die gepulverten Samen wurden in Wasser, welches eine Term- 
peratur von ungefahr 90° besab, unter Umriihren nach und 
nach eigetragen. Nach Verlauf von einigen Stunden trennten 
wir den wiisserigen Auszug vom ungelésten Riickstand und 
versetzten ihn mit Tannin, bis dieses Reagens nur noch eine 
vanz sehwache Fiillung hervorbrachte. Der Filtra- 
tion vom Niederschlage  getrennten Fltissigkeil fiivten wir 
Bleiessig schwachem UberschuB zu. Das Fillrat vom Blei- 
niederschlage wurde bet ganz schwachsaurer Reaktion im 
Wasserbade eingeengt, hierauf mit Schweflelsiiure stark ange- 
siiuert und nach nochmaliger Filtration mit Phosphorwolfram- 
siiure verselzt, so lange als dieses Reagens noch eine sofort 
entstehende Fallung hervorbrachte. Den Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag zerlegten wir, nachdem er abfiltriert) mit 
Schwefelsiure ausgewaschen worden war, in bekaunter 
Weise durch Baryumbhydroxyd. Aus der dabei erhaltenen Basen- 
losung fiillten wir nach dem Verfahren von Kossel und 
Kutscher darch Silbernitrat und Barytwasser zuerst das 
Hlistidin, dann das Arginin aus. Der Argininsilberniederschilag 
wurde nach der von den genannten Forschern gegebenen 
Vorschrift behandelt, das dabei erhaltene Arginin in das Nitrat 
iibergefiihrt, die wiisserige LOsung des letzteren im Wasserbiade 
zur Sirupskonsistenz eingedunstet. Der Sirup verwandelte sich 
bald nach dem Erkalten in fast) farblose Kristallmasse, 
in welcher das Vorhandensein von Mutterlauge nicht mehr zu 
bemerken war. Diese Kristallmasse war fast frei von Asche und 
bestand ohne Zweifel aus fast vollig reinem  Argininnitrat. 
Das daraus dargestellte Argininkupfernitrat kristallisierte sofort 
in der charakteristischen Form, néimlich in dunkelblauen, lalb- 
kugelformigen, aus feinen Prismen zusammengesetzten Ageyre- 
eaten. Dieses Produkt schmolz, ohne zuvor umkristallisiert 
worden zu sein, bei 113—1149. Eine Probe desselben wurde 
mit Hilfe von Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit: das so 
erhaltene neutrale Nitrat gab die Argininreaktionen.!) 


‘1 M. vel. in Betreff dieser Reaktionen: Diese Zeitschr., Bd. XI, 8. 56 
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Wenn auch die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse 
es schon zweifellos machten, Arginin vorlag, so haben 
wir doch auch noch Kupferbestimmungen im  Argininkupfer- 
nitrat ausgefiihrt. Dabei erhielten wir fiir die zuvor durch 
vorsichtiges Trocknen (zuerst bei SO, dann bei 100°) vom 
Kristallwasser betreite Substanz folgende Resultate: 

1. 0,3575 Substanz gaben 0,0500 g CuO = Cu 

2. 0.3373 » >» 00495 > » 11,72 °%o 

Die Theorie verlangt 11,89°%o Cu, 

Die Ausbeute an Arginin zeigte bei den zur Untersuchung 
velangten drei Samenmustern keine groben Differenzen, wie aus 
nachfolgenden Angaben zu ersehen ist: 

Samen A. 194.8 ¢ der Samentrockensubstanz lieferten 
1.413 ¢ Argininnitrat = 0,7902 @ oder 0,41°/o0 Arginin, 

Samen 199.1 der Samentrockensubstanz lieferten 
¢ Argininnitrat = 0,595 oder 0,30°/o0 Arginin, 

Samen 150.4 der Samentrockensubstanz lieferten 
0.795 Argininnitrat = 0,564 g oder 0.38°/o Arginin. 

Im Durchschnitt haben also 100 Teile der Sameutrocken- 
substanz 0,36 Teile Arginin geliefert: die auf diese Base fallende 
Stickstoffmenge wiirde demnach O,115°/« der Samentrocken- 
substanz betragen haben. Doch ist anzunehmen, dal diese 
Zahlen etwas zu niedrig gefunden wurden: denn abgesehen 
davon, die Ausfillung des Arginins aus den Extrakten 
keine ganz vollstiindige war, weil das Phosphorwolframat des 
Arginins in kaltem Wasser nicht ganz unloslich ist, legt es 
auch im Bereich der Méglichkeit, dab die Operationen, denen 
die Extrakte vor der Ausfiillung des Arginins unterworfen 
wurden, kleine Verluste an jener Base verursachten, indem viel- 
leicht in den durch Tannin und durch Bleiessig erzeugten starken 
Niedersehligen kleine Argininmengen zuriickgeblieben sind. 

Wahrscheinlich wurde das Arginin von einer kleinen 
Menge von Histidin begleitet: wenigstens fand = sich eine 
Substanz vor, welche wie das Histidin nicht nur durch Silber- 
uitrat und Barytwasser, sondern auch durch ammoniakalische 
SUberlésung und durch Quecksilbersulfat gefiillt wurde. Doch 
war ihre Quantitiit, zu gering, um sie rein darzustellen und 
init Sicherheit zu identifizieren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLL 30 
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Um die ungekeimten Samen auf Asparagin und ay 
Tyrosin zu priifen, verfuhren wir in folgender Weise: aus 
einem wiisserigen Extrakt aus 500 ¢ der zerkleinerten Samer 
fiillten wir die Proteinstoffe und die Basen durch Phosphor- 
wolframsiiure aus. Die durch Filtration vom Niederschiag 
getrennte Fliissigkeit wurde mit Bleiessig, das Filtrat) yom 
Bleiniederschlag sodann mit Mercurinitratsolution versetzt. Das 
letztere) Reagens brachte nur eine sehr schwache Fiillune 
hervor, die jedoch stiirker wurde, nachdem durch Zusatz yon 
Natriumkarbonat die Aciditat der Fliissigkeit abgestumpft worden 
war. Diese Fiillung wurde abfiltriert, ausgewaschen und sodany 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Schwefelqueck- 
silber abfiltrierte Fliissigkeit neutralisierten wir mit Ammoniak- 
und dunsteten sie sodann zum Sirup ein. Der letztere leferte 
nach emiger Zeit eine Ausscheidung, welche umkristallisier 
wurde. Dabet wurde in sehr kleiner Quantitéit eine in’ kaltem 
Wasser sehr schwer lésliche, in verdiinnter Salpetersaiure leich 
lOsliche Substanz erhalten, die mit Millonschem  Reagens 
Tyrosinreaktion gab. beim) Erhitzen mit dem Moérnerschet 
teagens gab sie jedoch keine rein. griine Farbung, woran 
vielleicht irgend eine Beimengung die Schuld trug. So konnen 
wir es denn nicht fiir sicher, sondern nur fiir wahrscheinlich 
erklaren, da hier Tyrosin in schr kleiner Menge vorlag. Da- 
neben wurden einige Kristalle erhalten, welche Asparagin zu 
sein. schienen; doch war die Quantitiit derselben gering, 
um ihre Natur bestimmt erkennen zu koOnnen. 

Wiihrend wir Tyrosin und Asparagin nicht sicher nach- 
zuweisen vermochten, gelang dagegen die  tsolierung einer 
Substanz, deren Identitat mit Vernin mit Sicherheit festgestel!! 
werden konnte. Zur Darstellung dieses Produkts diente ein 
wiisseriges Extrakt aus 2 Kilo der zerkleinerten Samen. Wir ver- 
setzten dieses) Extrakt) zuniichst) mit) Phosphorwolframsiiure: 
doch wurde dieses Reagens nur in solcher Quantitiit: zugefiigt, 
dab nur ein Teil der durch dasselbe fillbaren Extraktbestand- 
teile niedergeschlagen werden konnte. Die vom Phosphorwo!- 
framsiiureniederschlag abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit Bleiessi:. 
das Filtrat vom Bleiniederschlag, sodann mit Mercurinitrat- 
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solution versetzt. wobet ein ziemlich starker Niederschlag ent- 
etand. den wir nach dem Abfiltrieren und Auswaschen in Wasser 
verteilten und durch Schwefelwasserstolf zerlegten. Die vom 
Schwefelquecksilber abliltrierte Fliissigkeit wurde mit Ammoniak 
neutralisiert und sodann zum Sirup eingedunstet. Dieser Sirup 
lieferte bald nach dem Erkalten eine amorphe, fast gallertartige 
Ausscheidung, die wir von der Mutterlauge trennten und sodann 
in kochendem Wasser auflOsten. Aus der Loésung schieden 
<ich beim Erkalten feine Wristalle aus, die noch einmal aus 
heibem Wasser umkristallisiert wurden. Das in dieser Weise 
erhaltene Produkt besab alle Eigenschaften des Vernins. Es 
war sehr schwer l6slich in kaltem, leicht in kochendem Wasser; 
die Losung lieferte schon wiithrend des Erkaltens eime Aus- 
scheidung von diinnen prismatischen WKristallen, die nach dem 
Abliltrieren und Trocknen eine weibe, atlasgliinzende Masse 
bildeten. Die wasserige Losung der Kristalle gab mit Silber- 
nilrat eine durchsichtige, gallertartige, in| Ammoniakfliissigkeit 
losliche Féllung, mit) Phosphorwolframsiiure einen gelblichen 
Niederschlag: auf Zusatz von Pikrinsiiture schieden sich nach 
ciniver Zeit kleine gelbe Kristalle von moosiithnlichem Aussehen 
ab. Als unser Produkt ca. eine Stunde lang mit verdiinnter 
suzsiiure gekocht, die LOsung sodann mit Ammoniak neutralisiert 
wurde, entstand ein gelblicher Niederschlag. Dieser Nieder- 
<chlag bestand aus Guanin. Den Beweis dafiir geben folgende 
Tatsachen: Die fiir Guanin zu erkliirende Substanz gab die 
sog. Nanthinprobe.!) Sie léste sich in der Wiirme leicht in 
verdiinnter Salzsiiure: aus der Losung schied sich nach dem 
Lrkalten in feinen Kristallnadeln ein Chlorhydrat ab, welches 
int Aussehen mit salzsaurem Guanin vollstiindig iibereinstimmte 
und gleich dem = letzteren bei liingerem Kochen mit Wasser 
dic Salzsiiure verlor. Aus der verdiinnten wiisserigen Losung 
dieses Chlorhydrats schieden sich auf Zusatz von Pikrinsiiure 
iach kurzer Zeit gelbe Kristalle ab, die das charakteristische 
Aussehen des Guanidinpikrats besaBen. Die gleiche Losung 

') M. vgl. Hoppe-Seylers Handbuch der physiologisch- und 
pathologisch-chemischen Analyse, neu bearbeitet. von Thierfelder, 

125, S. 143. 
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lieferte nach Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Ferricyay- 
kaliumsolution gelbbraune Kristalle. Mit Metaphosphorsiiure 
vab die Losung des Chlorhydrats einen im) Uberschut} des 
Fiillungsmittels unloshichen Niederschlag: sie gab ferner 
ammoniakaliseher Silberlgsung eine in)’ Ammoniak  unlésiliche 
Fiillung. Diese Reaktionen lassen keinen Zweifel daran. deaf} 
Gauanin vorlag: dadurch vervollstindigt sich aber der Beweis 
dafiir. dal die Substanz, welehe beim Kochen mit) Salzsiitpe 
dieses Produkt lieferte, Vernin war. 

Bei Untersuchung unseres Verninpriiparates ergab  sicl, 
dali dieser stickstoffreiche Korper noch einige Reaktionen gibt, 
die nicht allen zu seiner Erkennung benutzt werden kOnnen, 
sondern auch tiber den in ihm mit dem Guanin verbundener 
Atomkomplex in gewissem Grade Aufschtub geben. Wenn man 
ein wenig Vernin inSchwefelsiiure, die mit einer geringen Wasser- 
menge verdiinnt ist, auflOst, der Losung etwas a-Naphitol 
zufiiet und sie sodann schwach erwiirmt. so. fiirbt sie) sich 
zuerst rot, bald aber intensiv violett. Diese Reaktion ist selir 
emplindlich: sie tritt schon ber Anwendung einer auberst ge- 
ringen Verninquantitét ein. Ferner gibt das Vernin bei Erwiirmen 
mit Salzsiiure und Phlorogluem eine kirschrote Losung: 
mit Resorein und Salzsiiure gibt es beim Erwiirmen eine rote 
Fliissigkeit. Aus diesen Reaktionen kann man schlieben. dal 
im Vernin eine Kohlenhydratgruppe enthalten ist. Zu erwiihnen 
ist noch, dab beim Kochen des Vernins mit konzentrierter 
oder nur wenig mil Wasser verdiinnter Salzsiture nach 5-— 10 
Minuten die Fliissigkeit sich unter Abscheidung eines humin- 
artigen Produkts dunkel farbt und dabei ein Geruch aul- 
tritt, wie er beim Verbrennen von Kohlenhydraten sich bemerk- 
bar macht. 

Ks war nun zu priifen, ob das Vernin bei der Spaltung 
durch Siituren eine die Fehlingsche Fliissigkeit reduzierende 
Z7uckerart liefert. Das Entstehen reduzierenden Substanz 
lief} sich in der Tat in folgender Weise nachweisen: Wir er- 
hitzten g Vernin mit ca. 10 5°/oiger Schwefelsiiure 
2-—21/2 Stunden lang bis fast zum Sieden. Nach dem Erkalten 
wurde die Fliissigkeit mit Barytwasser genau neutralisiert, das 
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dabei entstandene Baryumsulfat abfiltriert, das Filtrat im Wasser- 
bade eingedunstet. Den Verdampfungsriickstand nahmen wir 
in Wasser auf, wobe eine kleine Substanzmenge ungelést blieb. 
Die filtrierte L6sung wurde noch einmal eingedunstet, der Ver- 
dampfungsriickstand wieder in wenig Wasser gelost. Die so 
erhaltene Fliissigkeit reduzierte stark die Fehlingsche Loésung. 
Die Ergebnisse dieser Versuche fiihren zu der Schlubfolgerung, 
das Vernin eine Kohlenhydratgruppe einschliebt fiir 
ein Glukosid zu erkliren ist. Diese Erkenntnis macht es 
allem Anschein nach moglich, eine Wahl zwischen den beiden 
Formeln und die nach den Ergebnissen 
der Klementaranalysen zulissig fir das Vernin sind,!) zu treffen. 
Man hat friher mit Riicksicht auf den Silbergehalt der Silberver- 
bindung des Vernins der zuletzt aufgeftihrten Formel den Vorzug 
veveben: doch ist jetzt wohl die erste Formel vorzuziehen. 
Denn wenn man diese Formel annimmt, so ist es denkbar, dab 
das Vernin unter Wasseraufnahme in Guanin und eine Substanz 
von der Zusammensetzung emer Pentose zerfiillt, und zwar 
nach folgender Gleichung: 
C.,oH,,N,0; H,O = C,H,N,O + C,H,,0,. 

Dab bei der Spaltung des Vernins eine Pentose entsteht, 
ist nicht unwahrscheinlich im Hinblick auf die kirschrote Fiirbung, 
die das Vernin beim Erhitzen mit Phloroglucin und Salzsiure 
gibt. Um diese Fragen mit Sicherheit entscheiden zu konnen, 
bedarf es neuer Versuche, die wir nach Beschafflung einer 
erOberen Materialmenge anzustellen gedenken. 

Das Vernin ist zwar in emer betriichtlichen Zahl pflanz- 
licher Substanzen gefunden worden,?) tritt aber stets nur in 
sehr kleiner Menge auf: die Darstellung eines grOBeren Quantums 
dieses KOrpers verursacht daher viel Arbeit. Auch aus den 
von uns untersuchten Lupinensamen lieb sich nur eine sehr 
Kleine) Verninmenge gewinnen: einem Versuche erhielten 
wir aus zwet Kilo Samen nur ungefihr ein halbes Gramm 
Vernin, in einem zweiten Versuche eine noch geringere Ausbeute. 

Wir verweisen auf die Abhandlung von E. Schulze und 


Bosshard «Uber das Vernin». Diese Zeitschrift, Bd. S. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 80 und Seite 326. 
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Die Mutterlauge vom Rohvernin lieferte beim Verdunstey 
eine Kristallisation von Argininnitrat (bekanntlich aft sich 
das Arginin aus den Pflanzenextrakten durch Merecurinitras 
fiillen, doch ist die Ausfiillung wohl nur eine unvollstiindige 

In einem der fiir unsere Versuche verwendeten drei Samen- 
muster bestimmten wir die auf nichtproteinartige Verbindungey 
fallende Stickstoffmenge nach Stutzers Verfahren: sie betrug 
der Samentrockensubstanz.!) Nur ein Teil dieses Be- 
trages wird durch die von uns zur Abscheidung gebrachtey 
Stickstoffverbindungen (Arginin und Vernin) gedeckt. 
enthalten bekanntlich die Lupinensamen auch noch Basen, die 
zu den echten Alkaloiden gerechnet werden: die in Form solcher 
Basen in den Samen von Lupinus luteus sich  vorfindende 
Stickstoffmenge ist aber nur auf ungefithr 0,10°/oNder Samen- 
trockensubstanz zu schiitzen. Demnach ne 
nichteiweibartige Stickstoffverbindungen in diesen Spmen_ ent- 
halten sein. Vielleicht finden sich noch peptonartiga Stolle vor. 


‘h andere 


2, Sumen der weiben Lupine (Lupinus albus). 

Die ber Untersuchung dieser Samen auf nichtproteinartige 
Stickstofiverbindungen von uns erhaltenen Resultate sind schon 
in einer friher publizierten Abhandlung?) mitgeteilt. worden. 
Wir konnten aus diesen Samen Arginin abscheiden: doch be- 
trug die Ausbeute daran nur 0,02°/o der Samentrockensubstanz. 
Asparagin konnten wir nicht nachweisen: in sehr kleiner Menge 
wurde eine Substanz erhalten, die wahrscheinlich Tyrosin. war. 
Auch die Samen der weifen Lupine enthalten bekanntlich 
Basen, die zu den echten Alkaloiden gerechnet werden. 

3’. Samen der Sonnenblume (Helianthus annuus). 

In einem von S. Frankfurt®) in unserem Laboratorium 
untersuchten Muster solcher Samen fiel 0,10°/o N auf nichtprotein- 
artige Verbindungen. Es war daher nicht zu erwarten, dab 
solehe Verbindungen betriichtlicher Quantitat) aus dieser 

' Analytisehe Belege: a) 0.900 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.00603 g = 0,770 N, b) 0,900 Trockensubstanz gaben 0.00724 ¢ 
 N, 

These Zeitschrift, Bd. S. 221. 

Landwirtschafthehe Versuchsstationen, Bd. 45, 5S. 161. 
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Samenart darzustellen waren. Dieser) Erwartung  entsprach 
auch der Befund. 

Die fiir unsere Versuche zur Verwendung gelangenden 
ywet Kilo Samen wurden zuniichst grob zerkleimert) und 
Hilfe von Ather vom groften Teil des fetten Oles befreit. dann 
pulverisiert und nun mit heibem Wasser extrahiert. Aus dem 
Extrakt suchten wir Arginin darzustellen, wobei wir so. ver- 
fuhven, wie es oben bei Beschreibung der mit) Lupinensamen 
angestellten Versuche angegeben worden ist. Wir erhielten 
eine sehr kleine Quantitiif von Argininnitrat. Dieses Salz wurde 
zunichst umkristallisiert, dann in Argininkupfernitrat tiberge- 
flirt. Die Ausbeute an letzterem betrug etwas weniger als 
Oj ¢. Da diese Verbindung aber in der gewohnlichen Form 
kristallisierle, da die Kristalle zwischen 112 und 115° schmolzen 
und bet der Zerlegung mittels Schwefelwasserstolf ein neutrales 
Nitrat lieferten, welches im Aussehen mit Argininnitrat iiber- 
einstimmt und die Reaktionen des Arginins gab, so kann wohl 
nicht bezweifelt werden, dab diese Base wirklich sich vorfand. 
Allerdings konnte man im Hinblick auf die geringe Ausbeute 
die Frage aufwerfen, ob nicht etwa das zur Ausscheidunge ge- 
brachte Arginin erst withrend der Verarbeitung des Extrakts 
sich gebildet habe: doch glauben wir, dab diese Frage, auf 
die wir tibrigens am Schlusse unserer Abhandlung noch einmal 
zuruckkommen werden, zu verneinen ist. 

Um noch die im Filtrat vom Argininsilberniederschlay 
enthaltenen Basen zu gewinnen, befreiten wir dieses Filtrat 
von gelOsten Silber und vom Baryt und versetzten es sodann 
mit Phosphorwolframsiiure. Den durch dieses Reagens her- 
vorgebrachten Niederschlag zerlegten wir durch Baryumlydroxyd 
und fihrten die in Fretheit gesetzten Basen in die salzsauren 
Salze iiber. Die wiisserige Losune der letzteren verwandelte 
sich. nachdem sie im Wasserbade stark eingeengt worden 
war, im Exsikkator bald in eine Kristallmasse.  Dieselbe wurde, 
nachdem sie véllig troeken geworden war, mit heifem Wein- 
geist behandelt, wobei ein fast ausschlieblich aus anorganischen 
Chloriden bestehender Riickstand blieb. Die von diesem Riick- 
stand getrennte weingeistige Losung versetzten wir mit einer 


bob K. Schulze und N. Castoro, 


weingeistigen Mercurichloridsolution, was bald die Ausscheidunys 
von Quecksilberdoppelsalzen zur Folge hatte.  Letztere wurde, 
von der Flissigkeit’ getrennt, unter Yusatz von etwas 
chlorid aus heibem Wasser umkristallisiert und sodann durch 
Schwefelwasserstolf zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber 
abfiltrierte Fliissigkeit lieferte beim Eindunsten einen Riiekstand. 
welcher zwei Chlorhydrate einschlob. Sie sich durch 
Behandlung mit) kaltem absoluten Alkohol trennen.') Das 
darin losliche Chlorhydrat erwies sich als salzsaures Cholin, 
Das daraus dargestellte Chlovoplatinat kristallisierte wie Cholin- 
platinchlorid) beim langsamen Verdunsten seiner wiisserigen 
Losung in orangeroten Tafeln, deren Platingehalt dem von der 
Formel des Cholinplatinehlorids geforderten Werte (31.6% Pt) 
entsprach, wie folgende Angaben beweisen: | 

0.2405 ¢ iiber Schwefelsiiure, dann bet 100° getrocknete 
Substanz gaben 0.0755 ¢ = 31,4°%o Pt. 

Das aus dem Chloroplatinat wieder dargestellte Chlorhydrat 
der Base kristallisierte zertheflichen Nadeln und gab die 
Reaktionen des Cholins.?) 

Das zweite Chlorhydrat, welches kaltem absoliuten 
Alkohol fast) unloslich war, zur Reinigung aber noch aus 
Wasser umkristallisiert’ wurde, kann fiir salzsaures Betain er- 
kliirt werden. Das daraus dargestellte, kaltem Wasser 
schwer loshche Chloraurat kristallisterte wie Betaingoldchlorid 
in gliinzenden Blittchen und Nadeln und besa einen der Theorie 
(43.1% Au) entsprechenden Goidgehalt, wie folgende Angaben 
beweisen: 

Q.189 ¢ iiber Schwefelsiure, dann bei 100° getrocknete 
Substanz gaben O,O8t ¢ = 42,86°%o Au. 

Das bet Zerlegung des Ghloraurats mittels Schwefelwasser- 
stoff erhaltene Chlorhydrat) kristallisierte ziemlich groben 
luftbestiindigen Kristallen und gab die Reaktionen des Betains.”) 


') Poch ist die Trennung keine ganz scharfe. 
M. vel. in Betreff dieser Reaktionen Diese Zeitsehr., Bd. XI, 5. 560. 
Als besonders wichtig kann die Reaktion mit Kaliumquecksilber- 
jodid bezeichnet werden. Der durch letzteres hervorgebrachte Nieder- 
schlag lost sich im Ubersehub des Fallungsmittels; aus der Lésung scheiden 


sich beun Reiben mit einem Glasstab feine gelbe Kristalle aus. 
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Bekanntlich findet sich Cholin in den Pflanzensamen im 
crofer Verbreitung vor: auch Betain ist schon manchen 
Sumen gefunden worden. 

Beide Basen fanden sich in den Sonnenblumensamen nur 
in kleiner Quantitét vor. 


i. Embryo des Weizenkorns (von Triticum vulgare). 


Unter dem Namen «Weizenkeime» ist) als Abfall des 
Miillereigewerbes 1m Handel ein Material zu erhalten, welches 
in der Hauptsache aus den ungekeimten Embryonen des Weizens 
besteht, aber auch in gewisser Menge Teilchen des Endosperms 
einschliebt.!) Dieses Material ist in unserem Laboratorium schon 
mebrfach untersucht worden:?) es wurden daraus wiederholt 
Asparagin und Allantoin dargestellt,?) ferner auch Cholin 
und Betain. Um zu priifen, ob sich darin auch Arginin 
vorlindet, extrahierten wir Kilo zuvor entfetteter « Weizen- 
keime» mit kaltem Wasser unter Zusalz von Chloroform als 
Antisepukum. Das durch Filtration vom Ungeldsten getrennte 
Kxtrakt wurde so verarbeitet, wie es oben fiir das Extrakt 
aus Lupinensamen angegeben worden ist. Dabet erhielten wir 
0.64 Argininnitrat. Allem Anschein nach. war dieses Salz 
last vollig rein. Das daraus dargestellte Argininkupfernitrat 
kristallisierte sofort in der charakteristischen Form; der Schme!lz- 
punkt der Kristalle lag ber 115—114° Bei der Zerlegung 
miltels Schwefelwasserstolf lieferte diese Kupferverbindung ein 
neutrales Nitrat, welches das Ausschen des Argininnitrats be- 
sab und die Argininreaklionen gab. 

Die im Filtrat vom Aretninsilberniederschlag noch ent- 
haltenen Basen fillten wir aus der zuvor vom Silber und vom 
Baryt befreiten Fliissigkeit’ durch Phosphorwolframsiiure aus. 

', Daneben finden sich in kleiner Menge auch wohl noch andere 
Verunreinigungen vor; doch war thre Quantitét in dem von uns ver- 
wendeten Material fiuf erst gering, 

*) Wir verweisen insbesondere auf die Abhandlung von Ss. Frank - 
furt, Landwirtsch. Versuchsstationen, Bd. 47, 3. 449. 

Allantoin wurde in diesem Material zuerst von Richardson 


und Cramton (Berichte der d. chem. Gesellschaft, Bd. 19. S. 1180 
cefunden, 
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Den Niederschlag zerlegten wir durch Baryumhydroxyd und 
fiihrten sodann die in Freiheit gesetzten Basen in die Chilor- 
hydrate iiber, welche bald zu kristallisieren begannen. Dey 
in Weingeist’ losliche Teil des Chlorhydratgemenges  bestand 
allem Anschein nach nur aus den salzsauren Salzen der jn 
den Weizenkeimen schon nachgewiesenen Basen Cholin und 
Betain. Mit einer Reindarstellung des salzsauren Cholins 
haben wir uns nicht befabt, da ein nochmaliger Nachweis 
dieser in den Pflanzensamen sehr verbreiteten Base als unnotig 
erschien; dagegen untersuchten wir das salzsaure Betain, nach- 
dem dieses Salz durch Behandlung mit kaltem absoluten Alko- 
hol und darauffolgendes Umkristallisieren aus Wasser yor 
salzsauren Cholin befreit worden war. Es gab die Betain- 
reaktionen. Das daraus dargestellte Chloraurat kristallisierte 
aus Wasser in eliinzenden Bliittchen und Nadein, deren Gold- 
gehalt der Theorie (43,1°/o Au) entsprach, wie folgende A\n- 
gaben beweisen: 

0.2540 ¢ bei 100° getrocknete Substanz gaben O,1090 ¢ 
= 42.92°/o Au. 

n den Weizenkeimen finden sich also in’ kleiner Menge 
zwei als Produkte des Eiweibumsatzes den Pflanzen auf- 
tretende Stickstoffverbindungen, niémlich Asparagin und Ar- 
gintin vor. Daneben treten Allantoin, tiber dessen Ursprung 
etwas Sicheres nicht auszusagen ist, sowie Cholin und 
Betain aut, 

In den Weizenkeimen fallen nach der von S. Frankfurt 
ausgefithrien Bestimmung O,8°/o Stiekstoff (== 12,4°/o des Ce- 
samtstickstoffs) auf nichtproteinartige Verbindungen. is! 
fraglich, ob dieser Betrag vollstandig durch die obengenannten 
aus den Weizenkeimen dargestellten Stickstoffverbindungen ge- 
deckt wird, 


». Sogenannte Erdnubkeime (von Arachis hypogaea). 


Da auf Grund der an den Weizenkeimen gemachten Be- 
obachtungen vermutet werden konnte, diejenigen Teile 
der Samenkorner, aus denen bei der Keimung ersten 
Blattchen und die Wurzeln sich bilden, relativ reich an nicht- 
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proteinartigen Stickstof{verbindungen sind, so war es von In- 
reresse, noch die sogenannten Erdnubikeime!) zu untersuchen. 
Wir erhielten soleche durch die Gefilligkeit der Direktion der 
viederkindischen Olfabrik in Delft. Wie die Untersuchung unter 
dem Mikroskop zeigte, bestanden sie aus Embryonen, von denen 
der grOBte Teil der Kotyledonen und ein Teil des Blattkeims ab- 
ocrissen War. Der Stickstoffgehalt dieses Materials wurde gleich 
:.74° der Trockensubstanz gefunden: aul nichtproteinartige V er- 
bindungen fielen 0,42°/0 Stickstoff, bestimmt nach Stutzers 
\ethode.?) 

Da diese Erdnubkeime ungefiihr 45°/o Fett enthielten, so 
wurden sie zuniichst erob zerkleinert und mit Hilfe von Ather 
vom grébten Teil des Fetts befreit. Das entfettete Material 


wurde sodann in Wasser, dessen Temperatur ca. 90° betrug, ” 


unter Umriihren eingetragen, das so entstandene Extrakt sodann 
durch Abseihen vom Ungelosten getrennt. Dieses noch etwas 
tribe Extrakt behandelten wir sodann, so wie es oben fiir die 
aus Lupinensamen angegeben ist, mit Tannin und 
Bleiessig. 

Zur Darstellung von Arginin diente ein Extrakt aus ca. 
2'. kg Erdnubkeimen. Die Art und Weise, in der dieses Ex- 
lrakt verarbeitel wurde, entsprach ganz den weiter oben, im 
Abschnitt 1 gemachten Angaben. Wir erlielten 1.3 @ fast vollig 


Diese sog. ErdnuBkeime werden auf mechanische Weise von 
den Erdnufisamen abgetrennt, ehe man die letzteren zur Darstellung von 
Ol verwendet. 

*) Analytische Belege: 60 g Erdnubkeime wurden gréblich zer- 
kleinert und sodann mit Ather behandelt; dabei erhielten wir eine iitherische 
Losung, welche 24,7 ¢ Fett einschloB, und einen nicht ganz fettfreien 
Ruckstand, der in lufttrockenem Zustande 36 ¢ wog. In diesem Riickstand 
bestiminten wir den Gesamtstickstoff und die auf nichtproteinartige 
Verbindungen fallende Stickstoffmenge nach Kjeldahls Methode. a) Ge- 
samtstickstoff: 0.8950 ¢ Trockensubstanz (== 1.000 ¢ lufttrocken) gaben 
V.0764 8.53. Stickstoff{ Eine zweite Bestimmung gab das gleiche 
Resultat. by) Stickstoff in nichtproteinartigen Verbindungen: 
O8950 Trockensubstanz | 1,000 ¢ lufttrocken) gaben 0.00637 
Stickstoff. 2. 0.8950 ¢ Trockensubstanz gaben 0.00665 g 0,74" 0 
“tickstoff, Aus diesen Daten berechnen sich fiir die urspriingliche, fett- 
Nallice Substanz die oben angegebenen Werte. 
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reines Argininnitrat. Dieses Saiz wurde in Argininkupferniipa: 
iibergefiihrt. Letzteres kristallisierte in der charakteristischey 
Form. Der Schmelzpunkt der Kristalle lag zwischen 112. und 
114°. Die Bestimmung des Kupfergehalts in der durch 
hitzen auf 80°, dann auf 100° vom Kristallwasser befreitey 
Substanz gab Zahlen, die dem von der Theorie geforderten Wert: 
(11.89°/o Cu) nahe legen, wie folgende Angaben beweisen: 


a) 0.3160 ¢ Substanz gaben  ¢ CuO = 11,63 %o Cu 
by) > » O.O340 » » 11,45 


Nach dem Auskristallisieren des Argininkupfernitrats blieb 
in kleiner Menge eine Mutterlauge tibrig, die wir mittels Schwefel- 
wasserstoff vom Kupfer befreiten und sodann im Wasserbacde 
einengten: sie leferte kleiner Quantitéit Kristaile, die in, 
~Aussehen und in den Reaktionen mit) Argininnitrat tibercin- 
stimmten, Es konnte also nicht nachgewiesen werden, dal in 
dem aus den ErdnubBkeimen erhaltenen Argininnitrat noch ei 
anderes Nitrat enthalten war: auch fand sich darin nur eine 
Spur von Asche vor. Das bet Zerlegung des schon kristallisierten 
Argininkupfernitrats mit Schwefelwasserstolf erhaltene neutrale 
Nitrat gab die Argininreaktionen. 

Vermutlich war das Arginin begleitet von etwas Histidin: 
doch war die Quantitat der nach threm Verhalten gegen Féllungs- 
milte! fiir Histidin zu erklérenden Substanz zu gering, um sie 
mit Sicherheit: identifizieren zu kOnnen. Im Filtrat vom Arginin- 
silbermiederschlage suchten wir Lysin nachzuweisen: doch 
war das Resultat ein negatives. Dagegen fand sich in diesem 
Miltrat Gholin vor, dessen Vorhandensein in den Erdnubkeinen 
friiher schon von BE. Schulze!) nachgewiesen worden ist. Das 
salzsaure Salz dieser Base wurde aus dem in friiher beschiric- 
bener Weise dargestellten Chlorhydratgemenge durch Auszicher 
mit Alkohol gewonnen und sodann in die schwer losliche Ver- 
bindung mit Mercurichlorid iibergefiihrt, Letztere lieferte nach 
dem Umkristallisieren ber der Zerlegung durch Schwefelwasser- 
stoff salzsaures Cholin. 

Wir untersuchten ferner die  stickstoffhaltigen Stolfe. 
welche aus einem in oben beschriebener Weise dargestellten 


‘) Landwirtschattliche Versuchssationen, Bd. 44, 5. 23. 
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and gereinigten Extrakt aus Erdnubkeimen durch Mercurinitrat 
cefillt wurden. Die durch dieses Reagens im Filtrat vom Blei- 
essigniederschlag hervorgebrachte Fallung wurde abfiltriert, das 
Filtrat sodann mil noch etwas Mereurinitrat und, zur Ab- 
stumpfung der Siiure, mil etwas Natriumkarbonnat versetzt. 
So erhielten wir zwei Fiillungen, die getrennt untersucht wurden. 
Die erste Fillung, verarbeitet in) der im = Abschnitt§ schon 
angegebenen Weise, lieferte Vernin,. Letzteres sclied sich aus 
dev stark eingeengten Fliissigkeit) zunachst in amorphem Zu- 
stande aus, wurde aber nach dem Auflésen in heibem Wasser 
kristallinisch. Noch etnmal aus Wasser umkristallisiert und 
sodann im Exsikkator getrocknet, bildete es eine weibe atlas- 
elfinzende Substanz, deren Kigenschatten den im Abschnitt 1 
fiir das Vernin gemachten Angaben entsprachen: bei der Spaltung 
durch verditinnte Salzsiiure lieferte es Guanin, das wir mit 
Hilfe der oben angegebenen Reaktionen identilizierten, 

Ber der Verarbeitung des zweiten Mercurinitratnieder- 
<chlags wurde ein Sirup erhalten, aus welchem eine in kaltem 
Wasser sehr schwer losliche Substanz in kleiner Quantitéit sich 
abschied. Sie léste sich in Ammoniakfliissigkeit: die Losung 
ieferte beim Verdunsten einen im Aussehen mit Tyrosin tiber- 
cinstimmenden Korper. Da dieses Produkt sowohl die von Hof 
mann wie die von Piriaund von Mornerangegebenen Ty rosin- 
reaktionen gab, so ist nicht zu bezweifeln, dab wirklich Tyrosin 
vorlag. Dasselbe loste sich auch in verdiinnter Salpetersiiure : 
beim Erwiirmen nahm die Losung nur gelbe Fiarbung an. 

In den Erdnubkeimen haben wir also Arginin, Tyrosin, 
Vernin und Cholin nachweisen koénnen. Die Ausbeute an 
Arginin war sehr gering: sie betrug nur ca. O.05°0 der 
Trockensubstanz der Keime. Noch geringer war die Ausbeute 
an Vernin, indem wir aus zwet Kilo der lufttrocknen Keime 
weniger als em halbes Gramm dieses Produktes  erhielten, 
Auch Tyrosin wurde nur in sehr kleiner Menge gewonnen. !) 
biwas gréBer war die Ausbeute an Cholin. 

' Da aber die Ausfallung des Tyrosins durch Mercurinitrat eine 
fanz unvollstéindige ist, so mufs es als méglich bezeichnet werden, daf 
diese Aminosiiure sich in dem untersuchten Extrakt in etwas gréferer 
Menge vorfand. 
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Rickblick auf die Resultate. 


Wie aus den im vorigen gemachten Mitteilungen zu ep. 
sehen ist, haben wir aus fiinf Sorten ungekeimter Samen \p- 
ginin abscheiden kOnnen. Die grobte Ausbeute (O.3—O0,4 Teile 
aus 100 Teilen Samentrockensubstanz) erhielten wir bei Lupinus 
luteus, die niedrigste bet Helianthus annuus. Unsere Versuche 
lieferten einen neuen Beweis nicht nur fiir die Verbreitung 
des Arginins den Pflanzen, sondern auch fiir den hohey 
Wert der von Kossel angegebenen [solierungsmethode: deny 
mil Hilfe dieser Methode gelang es, die genannte Base auch 
aus Objekten darzustellen, die nur eimige Hundertstel Prozent 
davon enthielten. Es bedarf aber noch einer Erérterune der 
Frage, ob etwa in denjenigen Fiillen, in welchen wir nur sehy 
Arginin erhiellen, das letztere sich erst withrend der 
Verarbeitung der Extrakte aus Proteinstoffen gebildet hat. 
Diese Frage mul wohl verneint werden. Die Extrakte wurden 
vleich nach ihrer Darstellung mit Hilfe von Tannin und Blei- 
essig von den Proteinstoffen vollstiindig wie moglich be- 
frei, dann bet ganz schwachsaurer Reaktion und bei einer 
well unter 100 Grad legenden Temperatur eingeengt. Dat 
die letztere Operation die Zersetzung von etwa in der Fliissig- 
keit noch vorhandenen Resten von Proteinstoffen unter Arginin- 
bildung zur Folge hatte, ist héchst unwahrscheinlich. —Ebenso 
wenmlg ist anzunehmen, dies bei einer der anderen vor 
uns ausgefiihrten Operationen eingetreten. Ist. 

Von den Stickstoffverbindungen, die als Produkte de- 
Kiweibumsatzes in den Pflanzen auftreten, sind in ungekeimten 
Pilanzensamen drei, nimlich Arginin, Tyrosin und As- 

'; Wenn bei der Verarbeitung von Samen oder anderen eiweili- 
reichen Ptlanzenteilen nach dem von uns angegebenen Verfahren Arginin 
als Spaltungsprodukt sich bildete, so miiKte man doch auch diese Base 
stets erhalten. Dies ist aber nicht der Fall; so erhielten wir z. B. ein 
negatives Resultat) ber Erbsensamen. Aus Sonnenblumensamen_ haben 
wir. wie aus unsern Mitteilungen sich ersehen liBt, nur eine minimale 
Argininmenge, weniger als 0.005" 0, darstellen kénnen. Wenn die Ausbeut: 
eine so geringe ist, so kann selbstverstiindlich die Frage, ob das Arginin 
erst durch Spaltung entstanden ist, nicht so sicher beantwortet werden. 
als ber gréferer Ausbeute. 
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Beitrage zur Kenntnis der in ungekeimten Pfilanzensamen ete. (Wis) 
paragin, nachgewlesen worden. Die Frage nach der Herkuntt 
dieser Stoffe in den Samen labt sich in zweifacher Weise be- 
antworten. Ist die Annahme richtig, dai Aminosiiuren und 
andere beim Eiweibumsatz auttretende Stickstotiverbindungen 
aus anderen Pilanzenteilen in die reifenden Samen einwandern 
und hier zur EiweifBsynthese verwendet werden, so koOnnen 
Reste solchen Materials in den reifen Samen sich noch vortinden ; 
ihre Quantitat wird um so geringer sein, je besser die Samen 
ausvereift sind. Andererseits ist es auch denkbar, Stotle 
solcher Art nach Vollendung der Samenreife in den Embryonen 
als Stolfwechselprodukte in geringer Quantitiit sich gebildet haben. 

Aus zwei Samenarten konnten wir Vernin darstellen, 
eine Stickstolfverbindung, die aus unvekeimten Pilanzensamen 
hisher noch nicht dargestellt worden war. Es gelang uns, einige 
neue Reaktionen des Vernins aulzutinden, die nicht nur zum 
Nachweis dieses KOrpers dienen konnen, sondern auch iiber 
die Beschaflenheit der in thm mit dem Cruanin verbundenen 
Atomgruppe AulschluB geben: sie fiihren zu der Schlubfolgerung, 
dab das Vernin eine WKohlenhydratgruppe einsciiliebt und als 
ei Giukosid zu betrachten ist. 

Die in ungekeimten Pilanzensamen bis jetzt nachgewlesenen 
nichtprotemartigen Stickstolfverbindungen finden sich darin 
nur inoso kleiner Quantitat vor, dab durch sie die im ganzen 
auf solche Verbindungen fallende Stickstofimenge, bestimmiel 
nach Stutzers Verfahren, allem Anschein nach nur zum ‘Teil 
vedeckt wird. Als nicht unwahrscheinlich kann es bezeichnet 
werden, dal in ungekeimten Pflanzensamen auch peptonartige 
Stoffe sich finden; doch sind neue Untersuchungen ertorderlich, 
um dariiber etwas Bestimmtes aussagen zu konnen. 
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Einige Nofizen tber das Lupeol. 
Von 


E. Schulze. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich), 


(Der Redaktion zugegangen am 3t. Marz 1904.) 


Fiir seine Untersuchung «Uber das Lupeol:!) verwendete 
A. Likternik ausschheblich ein aus den Samenschalen yon 
Lupinus luteus dargestelltes Priiparat) dieses kristalli- 
sierenden, dem Cholesterin nahestehenden Korpers. Da es 
von Interesse war, auch ein Lupeolpraparat anderer Herkunft 
zu untersuchen, so stellte auf meine Veranlassung N. Castoro 
ein solches aus den gleichfalls lupeolhaltigen Samenschalen 
von Lupinus aibus her: dies geschah nach dem von E. Ritter?) 
fiir die Abscheidung von Cholesterinen aus Fett angegebenen 
Verfahren. Das aus t Kilo Samenschalen) gewonnene Roll: 
produkt, dessen Gewicht 2.6 g betrug, wurde durch Erhitzen 
mit Benzovichlorid das Benzoat tibergetiihrt. letzteres zur 
Kntfernung von Betmengungen zunichst mit Weingeist, in 
welchem es sehr schwer loslich ist, behandelt, dann wiederhoi! 
aus Ather umkristallisiert. Der Schmelzpunkt des so erhaltenen, 
aus nadelformigen Kristallen bestehenden Produkts lag bei 
262-—264°, wihrend ein wiederholt’ umkristallisiertes Lupeo!- 
benzoatpriiparat unserer Sammlung bei 265—266° schmilzt. 
Die kleine Differenz kann auf den Umstand zurtickgefiihrt werden. 
daB das von Castoro dargestellte Priiparat, dessen Quantitil 
nicht war, nicht so oft umkristallisiert werden konnte. 
wie das Praparat unserer Sammlung. Der Rest jenes Priiparates 
wurde verseift, das dabei gewonnene Lupeol zur Kristallation 
gebracht.. Die Losung der Kristalle Chloroform gab mit 

') Diese Zeitschrift, Bd. XV. S. 415. 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 430. 
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Kinige Notizen tiber das Lupeol. 


und Schwefelsiiure die von A. Likiernik 
Reaktion (rote bis rotviolette Fiirbung). Der Schmelz- 
punkt der Kristalle lag bei ungefiihr 204°: diese Zahl weicht 
von dem von Likternik fiir das Lupeol angegebenen Schmelz- 
punkt (205°) sehr wenig ab (doch ist gleich hier zu bemerken, 
dab das Lupeo! nach wiederholtem Umkristallisieren einen 
hetrichtlich hoheren Schmelzpunkt besitzt). Die Samenschalen 
yon Lupinus albus heferten also ein Produkt, welches— fiir 
identisch mit dem aus Lupinus luteus dargestellten Lupeol er- 
werden kann. 

Mit Zustimmung ven A. Likiernik benutze ich diese 
(elegenheit zur Berichtigung einiger Angaben, die in der zitierten 
Abhandlung Likierniks sich finden. Der Schmelzpunkt des 
Lupeols ist dort zu 205° angegeben. Fast die gleiche Zahl 
hat N. Castoro fiir den Schmelzpunkt des von thm in kleiner 
Menge aus den Samenschalen von Lupinus albus dargestellten 
Lupeols gefunden. Ist das Lupeol aber wiederholt umkristal- 
‘isiert worden, so liegt sein Schmelzpunkt hoher: ein tn solcher 
\Veise gercinigtes, aus derben Kristallnadeln bestehendes Lupeol- 
priparat unserer Sammiung schmilzt nach einer von E. Winter- 
stein ausgefiihrten Bestimmung erst ber 2141—212°.1) Auch fiir 
den Schmelzpunkt des Lupeolbenzoats hat Likiernik eine zu 
medrige Zahl (250°) angegeben: denn ein in unserer Sammlung 
belindliches, mehrmals umkristallisiertes Priiparat dieses benzoats 
schiilzt, wie oben schon erwithnt worden ist, erst bet 265— 266°. 
Lassen sich diese Differenzen vielleicht auf den ungleichen Kein- 
heitserad der beziiglichen Priiparate zuriickfiihren, so ist) da- 
gegen eine andere Angabe Likierniks wohl nur durch die An- 
nahme zu erkliiren, daB beim Aufzeichnen der Versuchsresultate 
oder bei Benutzunge der Aufzeichnungen fiir die Abhandlung 
ein Versehen stattgefunden hat. Likiernik gibt niimlich den 
Schmelzpunkt des Lupeolacetats zu 223° an, wiihrend ein 
von ihm dargestelltes Priiparat dieses Acetats, das sich noch 
i) unsern Hiinden befindet, nach einer von EK. Winterstein 
wusgefiihrten Bestimmung bei 141—142° schmilzt. Doch 
noch erwihnt werden, Likiernik bei Analyse dieses 


') Die geschmolzene Masse war nicht ganz durchsichtig. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 
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Acetats fiir den Kohlenstoffgehalt eine um fiber dey, 
berechneten Wert liegende Zahl fand, woraus man wohl 


darf, dab diesem Acetat noch freies Lupeol beigemenet way: 
Da somit das beziigliche Priparat hochst wahrscheinlich keine 
einheitliche Substanz war, so ist auch die bei Bestimmung 
seines Schmelzpunktes gefundene Zahl nur von geringem Wert. 

Das starke Ansteigen des Schmelzpunktes. welches 
ber den Lupeolpriijparaten nach hautiger Wiederholung des 
Umkristullisierens bemerkbar macht, wtrde leichtesiey 
durch die Annahme zu erkliiren sein, dai in dem Rohproduk: 
ein dem Lupeol sehr iihnlicher Koérper (ein Homologes oder 
ein Tsomeres) als Beimengung sich findet, dessen Entfernune 
erst durch Ofteres Umkristallisieren gelingt. Eine Stiitze fiir 
eine solehe Annahme kénnte neben frither schon you 
Vesterberg?) tiber das a- und B-Amyrin gemachten Angaben 
auch die Tatsache geben, dai Diinnenberger®’) aus einer 
Rinde einen von ihm als Alcornol bezeichneten Stolf isoliert 
hat, der zwar in seinen EKigenschaften dem Lupeol sehr nahe 
steht, aber doch wegen einiger Abweichungen im Verhalien 
nicht fiir identiseh mit Lupeol erklirt werden kann. Allerdinys 
gibt das Aussehen der Lupeol- und) Lupeolbenzoatpriiparate 
keinen Anlafi zu der Annahme, dab diese Priiparate Gemenye 
sind: es ist ja aber bekannt, dab zuweilen schon sehr kleine 
Beimengungen den Schmelzpunkt einer chemischen Verbindung 
stark beeinflussen. 


‘) Likiernik hat selbst auf diesen Umstand aufmerksam gemacht, 
freilich nicht in der oben zitierten Abhandlung, aber in seiner Inaugura'- 
dissertation. 

2) Ber. d. D. Chem. Gesellschaft, Bd. 238, S. 3186. 

*) Diinnenberger, Uber eine neuerdings als «Jaborandi> 
den Handel gekommene Alcornoco-Rinde und iiber «Aleornoco-Rinden> 
im allgemeinen, Inauguraldissertation, Zurich L900. 
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Findet man in Pflanzensamen und in Keimpflanzen anorganische 
Phosphate ? 
Von 
E. Schulze und N. Castoro. 


\us dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. April 1904.) 


Bekanntlich war man friher der Ansicht, dab den 
lanzensamen der Phosphor grobtenteils inFormanorganischer 
Phosphate sich vorfinde.!) Diese Ansicht mubte modifiziert 
werden, nachdem man in den Samen mancherlet Verbindungen der 
Phosphorsaure mit organischen Atomkomplexen gefunden hatte; 
als solche Verbindungen nenne ich die Leeithine, die Nucleine, 
die Nucleoproteide und die bet der Spaltung tnosit lefernde 
vepaarte Phosphorsiiure, welche zuletzt von Posternak?) 
uitersucht und als Anhydrooxymethylendiphosphorsaure 
bezeichnet worden ist. Immerhin war auch jetzt noch die 
Meinung zu finden, ein Teil des Phosphors der Samen 
anorganischen Phosphate angehore, und man suchte diesen 
Teil quantitativ. zu bestimmen, indem man ein in geeigneter 
Weise dargestelltes Extrakt) mit emer Loésung von molybdin- 
suurem Ammon in Salpetersiiure erwiirmte und den dabet 
erhaltenen gelben Niederschlag sodann nach der gewohniichen 
Vorschrift behandelte. In der gleichen Weise suchte man auch 
den Gehalt von Keimpflanzen an anorganischen Phosphaten zu 
bestimmen;%) aus den dabei erhaltenen Resultaten zog man 
die Schlubfolgerung, dab wiihrend der bei LichtabschluB er- 

‘) Wie z. B. aus den von O, Liw in seiner Abhandlung: «Uber die 
bhvsiologischen Funktionen der Phosphorsiiure» (Biolog. Zentralblatt, 1891, 
bd. 11, Nr. 9 und 10) auf S. 270 gemachten Angaben sich ersehen Jaf. 

*) Comptes rendus, vol. CXXXVIL (1903). 

) Solche Bestimmungen sind von Zalesky und von Iwanoff aus- 
cefiihrt. worden: ihre Abhandlungen sind zitiert in Dieser Zeitsehrift, 
bd. XL, S. 118. 
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folgenden) Keimung ein sehr” betriichtlicher Teii des diy 
Samen organischer Verbindunge enthaltenen Phosphors 
anorganische Phosphate tibergefiihrt werde. Vor kurzem habe), 
aber Hart und W.H. Andrews!) die in solcher Wejse 
erhaltenen Zahlen auf Grund der von ihnen ausgefiihrien 
suche fiir ganz unrichtig erkliirt: sie fanden, dal man weit 
niedrigere Resultate erhalt, wenn man die bei Ausfiihrung dey 
Bestimmung zugesetzte Salpetersdurequantitait verringert. 
Erklirung dieser Erscheinung nehmen sie an, dal) dureh dip 
Sulpetersdure aus organischen Phosphorsiiureverbindungen Phos- 
phorsiiure abgespalten wird. Fiigt man nur das fiir die Aus- 
fithrung der Bestimmung erforderliche Minimum an Salpeter. 
siiure zu, so erhill man aus den Samenextrakten nur so gerinee 
Phosphorsiiuremengen, dab man die Samen fiir frei oder fast 
von anorganischen Phosphaten erkléren mub. Auch aus 
Keimpflanzen des Weizens, des Roggens und des Hafers, welche 
2 Wochen tang bet LichtabsehluB sich entwickelt hatten. er- 
hielten die genannten Autoren bet Anwendung gieichen 
Verfahvens nur minimale Phosphorsiituremengen: sie nehmen 
an, daB in solchen Keimpflanzen zwar ein betriichtlicher Tei! 
des Phosphors losliche Verbindungen, aber nicht anor- 
ganische Phosphate tibergeht. 

Ohne Zweifel sind die von Hart und Andrews aus dev 
erwiihnten Untersuchungen abgeleiteten Sehlubfolgerungen seliv 
beachtenswert, aber die Beweisftthrung, welche thnen zugrunde 
liegt, scheint uns doch nicht vollig einwurfsfrei zu sein. Denn 
man kann die Frage stellen, ob die von den genannten Forschern 
der Losung zugesetzte kleine Salpetersiuremenge hinreichte, um 
die in Form anorganischer Phosphate etwa vorhandene Phosphor- 


siiure bei Gegenwart organischer Substanzen im Molybdiinsiiure-_ 


niederschlag zur Ausscheidung zu bringen.?) Es wiire vielleicht 


') American Chemical Journal, t. XXX, Nr. 6, Dezember [903: 
sowie Bulletin Nr. 238 der New York Agricultural Experiment Station. 

Ber Titration der Phosphorsiiure mit Molybdinlésung und 
nach dem Verfahren von E. A. Grete (man vergleiche J. Kénig, Pie 
Untersuchung landwirtschafthich und gewerblich wichtiger Stoffe, 2. Aui- 
lage, S. 147) muf— man viel Salpetersiiure zusetzen, um die Ausscheidung 
der Phosphorsiiure in Form threr Molybdiinsiiureverbindung zu erreiehen, 


Pindet man i. Pilanzensamen u. i. Keimpflanzen anorgan. Phosphate? 


movlich gewesen, diese Frage zu entscheiden indem man einem 
als frei von anorganischen Phosphaten erkannten Untersuchungs- 
objekt bestimmtes Quantum eines solchen Phosphats  zu- 
seize und dann prtift, ob letzteres im Niedersehlag wieder 
yum Vorschein kam: ein soleher Versuch ist aber, so viel wir 
wissen, bis jetzt nicht ausgefiihrt worden. 

zu priifen, ob Samen und Keimpflanzen anorganische 
Phosphate enthalten, haben wir eimen andern Weg einge- 
Unser Verfahren griindet) sich auf die bekannte 
Tatsache, dab sowohl frisch gefilltes Tricalciumphosphat als 
auch Dicalciumphosphat in emer neutralen Losung von Am- 
moncitrat losich ist und dai man die Phosphorsiure aus 
dieser LOsung dureh Magnesiamixtur!) ausfillen kann. Wir 
behandelten ein abgewogenes Quantum (in der Regel 
dev fein’ gepulverten. lufttrockenen Samen oder Keimpflanzen 
be Zimmertemperatur mit ca. 100 cem 1°/oiger Salzsiure. 
Nach ea. 2 stiindiger Einwirkune der Siiture wurde das Extrakt 
durch Filtration vom Ungelésten getrennt und sodann mit Chilor- 
calcium und Ammoniak versetzt. Es war anzunehmen, dal 
durch diesen Zusatz die durch die Salzsiiure in LOsung gebrachte 
Phosphorsiiure als Caleiumphosphat gefiillt) wurde; allerdings 
liegt es im Bereich der Moelichkeit, dab dem Niedersehlag auch 
Magnesiumphosphat beigemengt war. Der durch Chlorealcium 
und Ammoniak erzeugte Niederschlag wurde nun abfiltriert und 
eusgewaschen, hierauf mit ca. 50 cem AmmoncitratlOsung tber- 
eossen. Wir lieBen das Gemisch mindestens 24 Stunden lang 
bei Zimmertemperatur stehen, dann wurde die Losung durch 
Filtration vom Riickstand getrennt und nun mit Magnesium- 
mixtur versetzt, um die von dem Citrat gelOste Phosphorsiiure 
als Ammoniummagnesiumphosphat zu fiillen. Damit diese Ver- 
bindung geniigende Zeit zur Ausscheidung hatte. lieben wir die 
mit der Magnesiamixtur versetzte Fliissigkeit mindestens 2 Tage 
lang stehen. Nach diesem Verfahren untersuchten wir folgende 
samenarten :?) 


') Mit diesem Namen bezeichnen wi der Kiirze halber die be- 


kannte Mischung von Chlormagnesium, Chlorammonium und Aimmoniak. 

* Die Koniferensamen wurden vor der Behandlung mit 1° oiger 
Salzsiiure mit Hilfe von Ather entfettet. 
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samen von Lupimus angustifolius (blaue Lupine). entschiilt: 
> » Lens esculenta (Linse): 
, » Vicia Faba (Ackerbohne): 
» Zea Mats (Mats): 
» Picea excelsa (Rottanne); 
Pinus Laricioe (Schwarzkiefer); 
Pinus Strobus (Weymutskiefer) : 
» Pinus Cembra (Arve), entschiilt. 

Nur die Samen von Pinus Strobus lieferten eine Aus- 
scheidung von Ammoniummagnesiumphosphat, deren Quantitiit 
jedoch ganz unbetrachtlich war. Alle Samenarten 
lieferten kein Ammoniummagnesiumphosphat. In diesen Objekten 
lieben sich also nach unserem Verfahren keine anorganischer 
Phosphate nachweisen, ein Ergebnis, welches im Einklang mi 
den von Hart und Andrews gemachten Beobachtungen steht. 

Anders war es bei etiolierten Keimpflanzen: hier erhielten 
wir Niederschliige von Ammoniummagnesiumphosphat von nicht 
unbetriachtlichem Gewicht. Fiir unsere Versuche verwendeten 
wir zuniichst 12tigige Keimpflanzen von Lens esculenta, Vicia 
Kaba und Zea Mais, gewachsen auf Gazenetzen, die tiber flache. 
mit destilliertem Wasser gefiillte GefiiBe gespannt waren; nacl 
der Ernte waren die Pflinzchen im Trockensehrank bei ca. 60° 
getrocknel worden. Spiter verwendeten wir noch fiir unsere 
Untersuchung 3wochentliche Keimpflanzen von Lupinus albus 
und 4wochentliche Keimpflanzen von Vicia sativa. Diese Pfliinz- 
chen wurden nicht im Trockenschrank getrocknet, sondern in 
absoluten Alkohol geworfen, nachdem sie zuvor durch 24sttin- 
diges Liegen an der Luft emen Teil ihres Vegetationswasser- 
verloren hatten; nach mehrtiigigem Verweilen unter dem Alko- 
hol wurden sie herausgenommen und nun zuerst tiber Schwefel- 
siiture, dann bei einer Temperatur von 25—30° getrocknet.') 
Die bei Untersuchung dieser Keimpflanzen nach den von uns 


Das Trocknen bei erhdhter Temperatur geschah nur, um dic 


Piliinzchen leichter zerreiben zu kOnnen. Der alkoholische Extrakt. de: 
sich beim Ubergiefen der Pfinzehen mit absolutem Alkohol bildete. 
wurde micht auf Phosphate untersucht: wir bestimmten aber seinen 
Gehalt an Trockensubstanz und beriieksichtigten letztere bet Berechnune 
des fiir die Bestimmungen verwendeten Quantums von Keimpflanzentrocken- 
substanz. 
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Findet mani. Pflanzensamen u. i. Keimpflanzen anorgan. Phosphate ? id] 


beschriebenen Verfahren erhaltenen Resultate teilen wir im 
folgenden mit. erwéhnen aber zuvor noeh, dab die durch 
Magnesiamixtur hervorgebrachten Fillungen im Aussehen mit 
Ammoniummagnesiumphosphat tibereinstimmten und Phosphor- 
siiure enthielten, wie mit Hilfe von Molybdiinsiuresolution nach- 
gewlesen wurde: +) 

Zwoltligige Keimpflanzen von Zea Mats: 


4.360 ¢ Trockensubstanz gaben g Mg,P,O, —= 0,077°%/o 
Awolftigige Keimpflanzen von Vicia Faba: 
4447 g Trockensubstanz gaben 0.0340 ¢ Mzg,P,0; 0,23°%o P,O;: 
Zwolftigige Keimptlanzen von Lens esculenta: 

9.300 ¢ Trockensubstanz gaben 0,0480 ¢ Mzg,P,0, = P,O;; 
Dreiw6chentliche Keimpflanzen von Lupinus albus: 
7.430 ¢ Trockensubstanz*) gaben 0,050 ¢ Mg,P,0, 0,42°/o PLO; : 
VierwoOchentliche Keimpflanzen von Vicia sativa: 
8.540 ¢ Trockensubstanz gaben 0,0670 g Mg,P,0, == 0,49°/o 


Die aus dem Gewicht der Niederschliige berechneten 
Phosphorsiturequantitaten sind nicht unbedeutend, wie sich aus 
einem Vergleich dieser Quantitiiten mit dem durchschnittlichen 
Gehalt der betreffenden Samen an Phosphorséure ergibt. Der 
letzlere betrigt z. b. fir die Samen der Wicke 1,17°/o, ftir 
die Lupinensamen 1,64°/o, fiir die Samen der Ackerbohne 1,39°/o, 
fiir die Maiskorner 0,69°/o.3) 

Entstammt aber die im Magnesianiederschlag zur Aus- 
scheidung gebrachte Phosphorsiiture wirklich anorganischen 
Phosphaten? Diese Frage mufh doch wohl bejaht werden. 
Wollle man annehmen, jene Phosphorsiure durch dic 
L°oige Salzsiiure aus organischen Verbindungen abgespalten 
worden sei, so wiire es auffallend, da bei den ungekeimten 
Samen nicht das Gleiche eingetreten ist. Um jedoch noch eine 
weitere Stiitze fiir unsere Ansicht zu erhalten, haben wir noch 
einige Versuche in folgender Weise angestellt: Ein abgewogenes 

Es liegt im Bereich der Méglichkeit, diese Niederschliige 
Beimengungen in kleiner Quantitét eingeschlossen haben. Auch wenn 
dies der Fall gewesen sein sollte, wiirden die aus unseren Versuchen 
abgeleiteten Schluffolgerungen nicht zu modifizieren sein. 

2) Man vel. die Anmerkung auf der vorigen Seite. 

5) Wir entnehmen diese Zahlen den von E. v. Wolff herrihrenden 
Zusammenstellungen. 


F 
4 


‘82 Schulze und N. GCastoro, 


Quantum der fein gepulverten Kermpflanzen) wurde mit sovyiel 
verdimnter Chiorcalciumlésung tibergossen, dab die Masse yon 
der Fliissigkeit durchfeuchtet war: nach 24 Stunden. setzten 
wir dann ea. 50 com Ammoncitratlbsung zu, trennten nach 
jstiindiger Kinwirkung diet Flissigkeit vom Ungel6sten und 
versetzten sie nun mit Magnesiamixtur. Auch in diesem Falle 
erhiellen wir Magnesiumphosphatniederschliige, deren Gewicht 
allerdings meistens etwas geringer war, als bei Anwendung 
des zuerst beschriebenen Verfahrens, wie aus folgenden An- 
eaben zu ersehen ist: 


Zwolftigige Keimpflanzen von Zea Mats: 


9360 ¢ Trockensubstanz gaben g Mg,P,0, = 0,074°/0 ; 
Zwolftigige Keimpflanzen von Vicia Faba: 

4470 ¢ Trockensubstanz gaben 0,0340 Mg,P,0, = 0,23° 0 
Zwolftigige Keimpflanzen von Lens esculenta: 
8.360 ¢ Trockensubstanz gaben 0,0370 g Mg,P,0O, == 0,28%/o P,O.; 
Dreiwéchentliche Keimpflanzen von Lupinus albus: 
7,430 ¢ Trockensubstanz gaben 0,0375 g¢ Mg,P,0, = 0,32°/o P,O.. 


Giegen die Annahme, die in diesen Versuchen in 
Form der Ammoniummagnesiumverbindung zur Ausscheidung 
gebrachte Phosphorsiiture anorganischen Phosphaten— ent- 
stammie, die in’ den Untersuchungsobiekten enthalten waren, 
wird wohl ein’ Kinwurf noch weniger zu erheben sein, als 
eegen die aus den ersten Versuchen abgeleitete Schlubfolgerung. 
Selbstverstiindlich aber kénnen die nach dem einen wie nach 
dem anderen Verfahren erhaltenen Zahlen niedrig sein. 
Wenn man die anorganischen Phosphate mit verdiinnter Salz- 
siiture in Losune brinet und diese Lésung sodann mit Chlor- 
calcium und Ammoniak versetzt, so kann neben Calciumphosphat 
auch Magnesiumphosphat sich ausscheiden: letzteres aber lost 
sich bekannthich nicht in Ammonecitrat auf. Auch wenn man 
die zerriebenen Keimpflanzen- mit Chlorcalciumlésung anfeuchtet 
und dann Ammoneitratlosung zuftigt, kann das Vorhandensein 
einer Magnesiumverbindung bewirken, die Phosphorsiiure 
der anorganischen Phosphate nicht vollstiindig die Citrat- 
losung eingeht.?) 

1) Bekanntlich ist) die Asche der Pflanzensamen relativ reich an 
Magnesia. Der Gehalt daran ist fast immer viel gréfer als der Kalkgehalt. 


Gee 4, 
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Findet man i. Pilanzensamen u. i. Keimpllanzen anorgan. Phosphate 


Unsere Versuche fthren zu der Schlubfolgerune, dat 
efiolerte Keimptlanzen im Gegensatz zu den ungekeimten Samen 
anorganische Phosphate in betriichtlicher Menge enthalten und 
also in den bet LichtabschluB sich entwickelnden Keim- 
pilanzen Phosphorsiure aus organischen in anorganische Ver- 
bindungen tibergeht. Dali die diesem Schicksal verfallende 
Phosphorsiuremenge eine betraéchtliche ist, abt sich aus den 
Kreebnissea unserer Versuche schlieben, wenn letztere aueh nieht 
als eine Grundlage fiir genaue Berechnungen angesehen werden 
konnen., 

Bekanntlich gehoren die Samen zu den an Proteinstotten 
und an Phosphorsaureverbindungen reichsten Pflanzenteilen. 
Man darf behaupten, dab im allgemeinen der Phosphorsiiure- 
der Samen mit threm Vroteingehall steigt und fallt, 
wenn freilich aueh ein bestimmtes Mengenverhiiltnis der Phos- 
phorsiiure zim Stickstoff nicht) besteht. 

Man wollte der Phosphorsiure eine Rolle be: der Bildung 
der Proteimstoffe zuschreiben: doch kann dies nur insoweil, als 
es sich um die Bildung phosphorhaltiger Protenstolfe handelt, 
fiir zutreffend gelten.') Neben solchen Stoffen finden sich in 
den Semen noch manche andere organische Phosphorsiiure- 
verbindungen vor, unter denen die bet der Spaltung Inosit 
liefernde gepaarte Phosphorsiiure der Quantital nach oft zu 
valieren scheint. Diese Stoffe dienen, wie man annehimen darf, 
als Reservematerial; sie lefern dem in der Entwicklung be- 
eriffenen Embrve die zur Bildung von Nuclein, Lecithin usw. 
erforderliche Phosphorsiiure. Im Einklang mit dieser Anschauung 
steht auch die Tatsache, dafi die Samenschalen sehr arm an 
Phosphorsiiure sind, wiihrend den nach Entlernung der 
Schalen tibrig bleitbenden Teilen der Samen viel Phosphorsiiure 
sich findet. Wir erhielten z. B. fiir die Samen von Pinus 
Cembra und Pinus maritima folgende Zahlen: 


entschilte Samen 1,60 P.O 
Pinus Cembra f 
\ Schalen » 
fSamen mit Schalen 1,26 
inus maritima 
\ Schalen 0.085" 


', Man vergleiche in bezug auf diese Fragen auch die oben zitierte 
Abhandluang O. Loews. 


Mt EF. Schulze und N. Castoro, Findet man in Pflanzensamen ete. 


Die Phosphorsiiure findet sich also vorzugsweise in dey)- 
jenigen) Samenteilen vor, in welchen auch die als Reserye- 
inaterial dienenden Proteinstoffe, Fette und Kohlenhydrate ent- 
halten sind. Dali mit der Quantitat der Reserveproteinstolfe 
auch die Phosphorsiiuremenge steigt und fiillt, ist ohne Zweite 
vorteilhaft fir den sich entwickelnden Embryo und kann als 
eine) Anpassungserscheinung betrachtet werden. 

Man glaubte friiher, dab in den Samen— anorganische 
Phosphate als Reservestoffe aufgespeichert seien: jetzt miissen 
wir aber annehmen, dal} vorzugsweise oder ausschlieblich or- 
ganische Phosphorsiiureverbindungen als Keservematerial fun- 
vieren.') Libt man die Keimpflanzen sich unter Lichtabschlul 
liingere Zeit entwickeln, so geht, wie aus den von uns mil- 
geteilten) Versuchsergebnissen zu schiieben ist, ein Teil der 
Phosphorsiiure aus organischen in anorganische Verbindungen 
tiber. Diese Umwandlung wird vermutlich nur in sehr geringen 
Mabe eintreten, falls die Keimpflanzen unter normalen Verhiill- 
nissen sich entwickeln. Zu den Verbindungen, die letzteren 
Kalle auf Kosten des phosphorsiiurehaltigen Reservematerials 
sich bilden, sind auch die Leeithine zu rechnen: denn nach 
den Versuchen W. Maxwells?) und J. Stoklasas%) tritt) in 
den am Licht sich entwickelnden Keimpflanzen starke 
Zunahme des Lecithingehalts ein. 


1) Man vel. auch die Arbeit von Lilienfeld und Monti iiber die 
mikrochemische Lokalisation des Phosphors in den Geweben, Referat im 
Chem. Zentralblatt, 1893, S. 50—d1. 

*) American Chem. Journal, 1891, Bd. 13, S. 16. 

‘) Bull. de la Soc. Chim., Paris (3), Bd. 17, 8. 520. 
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Uber einige Bestandteile des Emmentaler Kases. 
I]. Mitteilung. 
Von 
EK. Winterstein. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


Der Redaktion zugegangen am 11. April 1904.) 


In der ersten Abhandlung!) wurde gezeiet, dab im gebliihten, 
aber ausgereiften Emmentaler Kiise neben primiiren Eiweib- 
-pallungsprodukten, wie Leucin, Tyrosin, Histidin und Lysin, 
ouch eimfachere stickstoffhaltige Substanzen, niimlich Ammo- 
niak, Tetramethvlendiamin, Guanidin und Pentamethylendiamin 
-ich vortinden, letztere treten als sekundiire Spaltungsprodukte 
des Arginins bezw. des Lysins im Kiise aul. Die Untersuchung 
fiber die einzelnen Bestandteile des Emmentaler Kiises wurde 
iin Iuteresse der Molkereitechnik fortgeftihrt, um priifen, 
ob vereifte Kiise von abnormer Beschatfenheit in ihrer quali- 
itive, Zusammensetzung Untersclicde von normalen Produkten 
aufweisen. Trotzdem die Untersuchung noch fortgefiihrt wird, 
mochte ich doch an dieser Stelle in aller Kiirze die wesent- 
‘ichsten bis jetzl gewonnenen Ergebnisse verdffentlichen. 

Als Material fiir die im folgenden beschriebenen Unter- 
suchungen diente vorzugsweise ein junger ca. 3 Monate alter 
abnormer Kiise sogenannter Prefler-Kiise. Eimige Resultate sind 
an andern Materialien gewonnen worden, woritiber ich dann 
un geeigneter Steile Mitteilung machen werde. 

Im folgenden beschreibe ich zuniichst die auf Grund 
verschiedener Erfahrung ausgearbeiteten Methoden, die sich 
zur fsolierung sowohl der stickstoffhaltigen als auch der stick- 
stolffreien Bestandteile aus der gleichen Portion des Unter- 
“uchungsmaterials eignen. Der Kiise wird durch Abschaben 
von der Rinde?) befreit, der Rest in Stiicke von einigen 


', Diese Zeitschrift Bd. XXXVI, S. 28. 
*) Lber die bei Untersuchung der Rinde gewonnenen Ergebnisse 
soil an andrer Stelle berichtet werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 32 
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hundert Gramm zersehnitten und in einem geheizten 
auf Pergamentpapier zum = Trocknen hingelegt. Das so yop- 
bereitete Material la8t sich nun auf einer Reibe leicht zu einer 
krimeligen Masse zerkleinern, welche in) diinne Schichten 
ausgebreitet und noch limgere Zeit bet 18° liegen gelassey 
wurde, bis nur noch eine unbedeutende Gewichtsabnahme zy 
konstatieren war. Das lufttroeckne Material wurde nun zuniiehst 
mit Petroliither oder mit einem Gemisch von Petroliither und 
wenig verdiinnter Salzsiiure im Perkolator extrahiert und so- 
dann in einem Thornerschen Extraktionsapparat mdglichst 
volistiindig mit Athylither entfeltet, das gewonnene Fett wurde 
behufs Untersuchung auf Cholesterin, Lecithin und freie Feti- 
siiuren in gut verschlossenen Gefiiben aufbewahrt. 


In emem Kalle — es handelte sich um eimen Kiise, nach 
dessen Genuf Vergiftungserscheinungen auftraten — wurde 


aus dem mit salzsiiturehaltigem Petroliither gewonnenen Exirakt 
Cholin isoliert. Uber die diesbeziiglichen Versuche ist folgeudes 
anzugeben. Das gewonnene Exirakt wurde lingere Zeit in 
einem Scheidetrichter stehen gelassen, wobel sich die salzsaure 
Losung von der Fetthisung trennte, erstere wurde mit Bleiessic 
ausgefiillt, das Filtrat mit Schwefelsiiure entbleit, die bleifreie 
Losung mit Phosphorwolframsiiure gefallt und aus dieser LOsung 
die Basen in bekannter Weise isoliert.. Die Basenlésung wurde 
mit Salzsiiture neutralisiert und der nach dem Eindunsten dieser 
Losung erhaltene Sirup mit absolutem Alkohol extrahiert, die 
alkoholische LOsung mit Platinchlorid versetzt: es kristallisicrie 
alsbald ei Platindoppelsalz aus, welches aus Wasser um- 
kristallisiert wurde, die Kristalle stimmten im Aussechen mil 
dem Platindoppelsalz des Cholinchlorhydrats tiberein, das aus dem 
Doppelsalz mit Hilfe von Schwefelwasserstolf isolierte Chior- 
hydrat gab alle fiir das Cholin!) charakteristischen Reaktionen. 

Der bei Extraktion mit Ather verbliebene Riickstand 


Das Cholin diirfte durch Spaltung aus dem Lecithin hervor- 
gegangen sein. Dieser Befund stimmt mit den von Kutscher bet ce 
Selbstverdauung der Hefe gefundenen Ergebnissen tiberein. Kutsch 
und Lohmann, Die Endprodukte der Pankreas- und Hefeselbstverdauun:. 
Diese Zeitschrift Bd. XXXIX, S. 314. 
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wurde an der Luft getrocknet, wobei eine weibe, pulvrige 
Masse resultierte, dieselbe wurde mit einer 4—5fachen Menge 
Wasser ber 30° digeriert, die Fliissigkeit durch ein Seihtuch 
cegossen, der Riickstand gut ausgeprebt und in der gleichen 
\Weise nochmals mit Wasser extrahiert. Aus diesem Riick- 
stand wurde nach der in der ersten Publikation angegebenen 
Vorschrift?) das Caseoelutin isoliert. Uber diesen merkwiirdigen 
in Alkohol Jéslichen Eiweibkérper sei hier noeh folgendes mit- 
vetoilt. Derselbe liefert bei der Spaltung mit Siiuren neben 
Aminosiiuren auch die Eiweibbasen Histidin, Arginin, Lysin 
und Ammoniak, aber in einem andern Verhiiltnis, wie die 
etziern aus Casein erhalten wurden. Nach den von U. Suzuki 
in unserem Laboratorium durchgefiihrten Untersuchungen warden 
bei der Spaltung mit konzentrierter Salzsiure folgende Aus- 
beuten an Basen erhalten: 
100 ¢ Caseoglutin (Trockensubstanz) gaben 

2.5 Histidin 

1,.26°/o Arginin 

2,90 °/o Lysin. 

Der Stickstoffgehalf des untersuchten Caseoglutins betrug 
15.52% der Troekensubstanz. Bei der Spaltung mit kon- 
zontrierter Salzsiiure und Fiillen der Losung mit Phosphor- 
wolframsiiure wurden 32,5°/o des Gesamtstickstoffs in dieser 
Fillung vorgefunden, davon entfallen 11,9°/0 auf Ammoniak, 
somit 20,6°/o N auf die Basen und Humingubstanzen., 

Das wiisserige Extrakt wurde unter Zdsatz von Toluol in 
hohen Zylindern stehen gelassen, wobei sich eine schleimige 
Masse am Boden der Geliibe ansammelte. Die Fliissigkeit wurde 
hun durch dickes Papier filtriert, wobei eine nur schwach 
opalisierende Losung?) erhalten wurde: da die Filtration auber- 
ordentlich langsam von statten geht, so miissen die Filter 
ofters gewechselt werden. Zuweilen gelang es nicht, auf diese 
Weise ein klares Filtrat zu erhalten: eine Klirung konnte aber 
aul Zusatz einiger Tropfen Gerbsiiure und einiger Kubikzenti- 

*) Die geringe Opaleszenz diirfte wohl auf Spuren von Fett zu- 


riickzufiihren sein. 


52 


ARS Kk, Winterstein. 


meter Bleiessig erziclt werden. Das klare Filtrat wurde py) 
unter Zusatz einiger Tropfen Essigsaiure zum Sieden erhitzt. 
wobei sich ein Eiweibkoagulum ausschied, dasselbe wurde yon 
der Fliissigkeit durch Filtration getrennt, gut ausgewaschey 
und mit Alkohol und Aether behandelt. Die so erhaltene Sub- 
stanz bildet ein weibes amorphes in verdiinnten Sauren und Lausey 
unlOsliches Pulver, welches alle die bekannten EiweiBreaktionen 
gibt. Der Stickstoffgehalt der lufttrocknen Substanz  betrug 
15.5°o. Die Ausbeute an dieser Substanz, welche ich mi 
dem Namen Tyroalbumin belegen moéchte, war in den yer- 
schiedenen untersuchten Kiisesorten eine wechselnde: die Aus- 
beute sehwankte zwischen 0.2 —0,4°/o der entfetteten, luit- 
trocknen Kiisemassc. 

Der wiisserige Auszug enthalt nun noch Peptone, Amino- 
siiuren, die basischen Eiweibzersetzungsprodukte, gewisse or- 
ganische Siiuren, anorganische Salze und andere bis jetzt noc: 
nicht gentigend untersuchte Produkte. Dieses wiisserige Extrakt 
wurde mit Bleiessie gefiillt, das Filtrat hiervon mit Schwefel- 
siiure vom befreit und die bleifreie L6sung mit Phosphorwo!- 
framsiiure gefillt, aus dem Filtrat vom Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag wurde die Siiure mit Baryt entfernt und aus diescr 
Losung die Aminosiiuren abgeschieden, deren Trennung hac!) 
der Estermethode von E. Fischer durchgefithrt wurde. 

In den folgenden 2 Abschnitten beschreibe ich zunachst 
die bei Untersuchung des Bleiessig- und Phosphorwolframsiure- 
niederschlags erhaltenen Ergebnisse, letzten Abschiit! 
werden dic Aminosiiuren besprochen. 


I. Der Bleiessigniederschlag. 
A. Die stickstofffreien Substanzen. 


Was die Darstellung dieses Niederschlags betrifft, so ‘+! 
folgendes anzugeben. Die vom Tyroalbumin getrennte Losung 
wurde zuniichst eingeengt und mit einer konzentrierten blci- 
essigldsung versetzt, bis keine Filllung mehr auftrat, cer 
Niederschlag wurde nach 24stiindigem Stehen auf einer Nutscie 
abgesogen, mit Wasser ausgewaschen, sodann mit Wasser 
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wieder zueinem Bret angeriihrtund wieder aufdie Nutsche gebracht, 
de yereinigten Filtrate wurden nach dem unter Absechnitt I 
angegebenen Verfahren weiter verarbeitet. Der Bleiessignieder- 
schlag wurde in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, die vom bBleisulfid getrennte, gelbgefiirbte Loésung 
wurde in einem Falle zur Sirupkonsistenz eingedunstet und 
die salzsiurehaltige Fliissigkeit iiber Natronkalk aufgestellt. 
Nach lingerem Stehen schieden sich kleine Kristalle aus, 
welche die Fliissigkeit allmiithlich durchsetzten. Um die Kristalle 
yon der dunkelbraunen sirupdsen Mutterlauge trennen, 
wurde mit etwas Wasser verdiinnt und auf der Nutsche so 
eut als moglich abgesogen, der Riickstand wurde mit absolutem 
Alkohol ausgekocht, wobel die Kristalle L6sung gingen, 
diese Lésung wurde von der dabei enstandenen amorphen Aus- 
<cheidung getrennt, und nun stark eingeengt: die wieder aus- 
geschiedenen Kristalle konnten durch wiederholtes Extrahieren 
mit Alkohol von den dunkelgefiirbten Beimengungen  befreit 
werden, sie wurden nun wiederholt aus Wasser unter Zusatz 
yon Tierkohle umkristallisiert und so in reinem Zustande er- 
halten. Die Ausbeute betrug 5 @ aus einem Kilo lufttrockner 
enifetteter Kasemasse. Die Kristalle erwiesen sich als bBern- 
stelnsiiure: sie schmolzen unzersetzt ber 182°, bei vorsichtigem 
Erhitzen sublimierten sie vollstiindig unter Entwicklung zum 
Husten reizender Diimpfe, die Kristalle gaben ferner beim Er- 
hitzen mit Ammoniak und Reduktion mit Zinkstaub die von 
C. Neuberg!) angegebene Pyrrolreaktion. Das durch Neu- 
tralisieren mit Baryumhydroxyd erhaitene Baryumsalz den 
richtigen Ba-Gehalt. Gefunden 54,01 °/0. Berechnet 54,.21°/0 Ba. 

Da wegen des Bbleichloridgehaltes ?) des Bleiniederschlags 
beim Zersetzen mit Schwefelwasserstoff eine stark salzsiiure- 
hallige Losung resultiert, welche stark zersetzend eimwirkt, 
versuchte ich in anderen Filien die organischen Siituren durch 


1) Uber den Nachweis der Bernsteinsiiure. Diese Zeitschrift 
Bd. XXXI, S. 574. 

*) Das Chlorblei entsteht auf Zusatz von Bleitessig aus dem im 
wisserigen Auszug vorhandenen Natriumchlorid. Bekanntlich wird die 
Oberfliche der frischen Kiisemasse mit Kochsalz bestreut. 
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Ather auszuschiitteln: da aber dabei eine dicke Emulsion ejt- 
stand, welche sich auch nach mehrtigigem Stehen nicht yon 
der Fliissigkeit sonderte, und da manche organische Situren jn 
Ather nur sehr schwer lislich sind, verfuhr ich behufs lsolierung 
der organischen Siuren und Trennung derselben von dey 
stickstoffhaltigen Verbindungen in folgender Weise: die yom 
Bleisulfid getrennte L6sung wurde auf dem Wasserbade auf 
40% erwiirmt. bis der Geruch nach Schwefelwasserstolf yvep- 
schwunden war, die Losung wurde nun mit Baryt nahezu 
neutralisiert, wobei eine hauptsiichlich aus Phosphaten und 
Sulfaten bestehende Fiillung entstand, welche geringe Mengen 
Citrat einschloB. Diesen Niederschlag bezeichne ich mit. 1. 
Die von dieser Fillung getrennte Fliissigkeit wurde stark ein- 
veengt, wobei eine betriichtliche Menge von Kristallen’ sich 
ausschied, dieselben wurden von sirupdsen Mutterlauge 
getrennt und mit wenig Wasser ausgewaschen. Behufs Isolierung 
der organischen Siiuren aus den Gemengen der Barytsalze 
fiihrte ich dieselben in ihre Athylester iiber, ein Verfahren, 
welches meines Wissens bisher zur Abscheidung und Trennung 
organischer Situren in der physiologischen Chemie noch nicht 
benutzt worden ist. Ich verfuhr dabei wie folgt: Die Baryt- 
salze wurden in Wasser suspendiert, das Baryum mit Schwefe!- 
siiure quantitaliv ausgefallt, die vom Baryumsulfat getrennte 
Fliissigkeit wurde zuniichst auf dem Wasserbade, dann im 

Da durch geeignetes Esterifizieren der Siiuren eine hohe Ausbeute 
an Estern erzielt werden kann und beim Destillieren derselben im 
Vacuum keine Zersetzungen eintreten, so gewinnt man aus kiinstlich 
hergestellten Gemischen von organischen Séiuren und Salzen anorganischer 
Siiuren die ersteren beinahe vollstiindig und getrennt zuriick, da die 
Siedepunkte der Ester in manchen Fiillen weit auseinander legen. So 
siedet z. B. der Apfelsiiureiithvlester bei 7 mm Druck bei 120—122°, 
der Bernsteinsiiuredthylester bei gleichem Druck bei 93—95° und der 
Zitronensiiureester bei 7 mm bei 160°. Ich habe eine Reihe diesbeziig- 
licher Versuche ausgefiihrt. So erhielt ich z. B. aus einem Gemisch von 
5) « Bernsteinsiiure, 5 g Apfelsiiure, 2 ¢ Baryumchlorid und 3 g Caleium- 
phosphat bet 7 mm Druck 2 Fraktionen, von welchen die erste zwischen 
Q5—105°, die zweite zwischen 105—125° tiberging. Die Gesamtmence 
der Ester betrug 9.3 g. Es soll versucht werden, nach diesem Verfahren 
organische Siiuren aus Pflanzenteilen zu isolieren. 
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Vacuum bei 40° zum Sirup eingedickt, der Verdamptungsrtick- 
ctand mit der 20fachen Menge absoluten Alkohols tibergossen 
und unter Eiskiihlung Salzsiiuregas cingeleitet, nach 24stiindigem 
Stehen wurde im Vacuum bet 30° verdunstet und die Ver- 
esterung in gleicher Weise nochmals wiederholt, der nach dem 
Verdampfen des Alkohols verbliebene braune sirupodse, salz- 
siurehaltige Riickstand wurde mit Wasser und Pottasche ge- 
schiittelt und die Fliissigkeit ausgeithert, nach dem Verdunsten 
des Athers hinterblieb ein neutral reagierender schwach = ge- 
(firbter Sirup. Da die Menge der so erhaltenen Ester nur eine 
veringe war, so konnte eine fraktionierte Destillation nicht 
yvorgenommen werden: die Ester wurden daher mit Kalilauge 
verseift, die entstandenen Kalisalze mit Bleiacetat gefallt, die 
Bleiffillung gut ausgewaschen mit Sehwefelwasserstolf zersetzt 
und die bleifreie Lésung eingedunstet. 

Aus der Fiillung 1 wurde auf diese Weise eine geringe 
Menge eines Sirups erhalten, welcher mit bBleiessig eine in ver- 
diinnter Essigsiiure unldsliche Fiillung gab, auf Zusatz von 
Barytlosung entstand eine kristallinische Ausscheidung. Die 
Losung gab ferner die von Denigés angegebene Reaktion mit 
Mercurisulfat und Permanganatlosung auf Zitronensiiure. In der 
Chemiker-Zeitung!) berichtet v. Spindler tiber folgende Reak- 
tion auf Zitronensiure: werden einige Kubikzentimeter der zu 
priifenden Lésung mit Quecksilbersulfat gekoeht und zu der F liissig- 
keit 2 eem Bichromatl6sung 5: 100 hinzugeftigt,?) so tritt noch in 
sehr starker Verdiinnung eine gelbe Fiillung auf. Da ich nicht 
gentigend Material zur Verfiigung hatte, um eine Analyse des 
Baryumsalzes auszufiihren, wurde auch diese Reaktion, von 
deren Brauchbarkeit ich mich itiberzeugt hatte, ausgefiihrt und 
zwar mit positivem Erfolg. Eine kleine Menge des Sirups wurde 
in ccm Wasser geliést, mit einigen Tropfen Mercurisulfat 3) 
versetzt und darauf einige Tropfen Bichromatl6sung  hinzu- 
velligt, es entstand allmihtich eine gelbe kristallinische Fiillung. 


') Chemiker-Zeitung. Jahrgang 28, 5. 15, 
*) Ebenda S. 148. 

3) ich beniitzte hierzu eine nach Kossels Angaben bereitete Mer- 
curisulfatl6sung, wie man sie zum Ausfiillen des Histidins verwendet. 
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Es darf auf Grund dieser Ergebnisse wohl behauptet werdey. 
daf der Niederschlag 1 Zitronensiiure einschlob: es ist allep- 
dings auftallend, dal} die Menge der Zitronensiiure nur. eine 
sehr geringe war. Bekanntlich enthélt ein Liter Milch ca. 1—2 « 
Zitronensiiure in Form von Salzen: es soll spiiter noch, 
gvepruft werden, ob der mit Wasser extrahierte Rtickstand 
auch noch unldsliche Salze organischer Sauren enthalt, um zu 
entscheiden, ob die organischen Siiuren bei dem Reifungsvor- 
gane des Kiises auch eine Veriinderung erleiden.!) 

Aus der kristallinischen Ausscheidung der Barytsalze. 
welche zum allergrobten Teil aus Baryumchlorid bestand, wurde 
nach dem beschriebenen Verfahren Bernsteinsaure isoliert. Die 
Ausbeute betrug 0,25 ¢ aus 1800 g entfetteter Kiisemasse. 

Die Ausbeute an bernsteinsiiure war also eine sehr wech- 
selnde. Im ersten Falle erhielt ich aus einem Kilo entfetteter 
Kiisemasse 5 g, in einem anderen Falle aus 1800 @ fettfreier 
Kiisemasse nur 0,25 g Bernsteinsiiure. Da aber die Isolicrung 
der Bernsteinsiiure nach dem im Eingang dieses Abschnittes 
geschilderten Verfahren mit sehr erheblichen Substanzverlusicn 
verknupft war, so muf die Menge der Bernsteinsiiure in dem 
ersten untersuchten Material eine weit grofere gewesen sein. 
Die grobe Menge Bernsteinsiiure fand sich in dem Kiise vor. 
aus welchem ich auch die sekundiiren Kiweibzersetzungspro- 
dukte: Tetramethylendiamin, Guanidin uad Pentamethylendiamin 
isolieren konnte. Bekanntlich entsteht aus dem Milchzucker 
durch bakterielle Zersetzung neben Milehsiiure auch Bernstein- 
siiure. Aber auch die Méglichkeit, dab bei der Zersetzung de-= 
Kiweibes?) unter Mitwirkung von Mikroben Bernsteinsiiure ge- 
bildet werden kann, ist nicht ausgeschlossen. So werden Amino- 
siiuren durch gewisse Bakterien in’ Ammoniak und = Siiuren 
gespalten. Es kann also aus Asparaginsiiure in dieser Weise 
Bernusteinsiiure entstehen. Diese Annahme scheint umsomelhr 

1) Die Zitronensiure kann durch Mikroben in verschiedener Weise 
zersetzt werden. Verel. Die Zersetzune stickstofffreier organischer Sub- 
stanzen durch Bakterien. O. Emmerling. 

2) Es ser daran crinnert, beim Zersetzen von Eiweifi mit 
unter Druck Bernsteinsiiure gebiidet wird. E. Schulze, Diese Zeitschrut 
Bd. IX, S. LOS. 
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herechtiet, als bei Untersuchung der Aminosiiuren des in Rede 
stehenden Kiises nur wenig Asparaginsiure und Glutaminsaure 
isoliert werden konnte. Es sei ferner noch darauf hingewiesen, 
dai bei der Oxydation des Arginins Guanidin und Bernstein- 
siure gebildet wird) Da dasjenige Material, welches neben 
dem relativ unbestiindigen Guanidin, so betrachtliche Mengen 
Bernsteinsiiure enthielt, so kann letztere wohl durch sekundiire 
Zersetzung aus dem Arginin hervorgegangen sein. 


B. Die stickstoffhaltigen Bestandteile des Bleiessig- 
niedersechlags. 

Die von den auskristallisierten barytsalzen abgesogene 
Mutterlauge wurde mit Schwefelsiiure sauer gemacht, die vom 
Barvumsulfat getrennte Fliissigkeit mit Phosphorwolframsiiure 
ausvefiillt, die Fillung in bekannter Weise mit Baryt zersetzt, 
der Uberschu8B an Baryt mit Schwefelsiiure quantitativ ausge- 
faillt: die Losung wurde sodann bet niederer Temperatur ein- 
gedunstet. Nach dem Erkalten wurde die hellgelbe  sirupdse 
Fliissigkeit tropfenweise in viel absoluten Alkohol gegossen, 
wobei eine amorphe weibe Fiillung entstand, dieselbe wurde 
nach einiger Zeit von der Fliissigkeit getrennt, mit absolutem 
Alkohol und Ather behandelt und im Exsikkator getrocknet. 
lh bezeichne diese Substanz als a-Pepton. Aus der alkoho- 
lischen Losung wurde nach dem Abdestillieren ein siruposer 
it Alkohol léslicher Riickstand erhalten: diesen bezeichne ich 
iit B-Pepton. Uber das im Alkohol unlisliche a-Pepton sind 
foleende Angaben zu machen: Die Substanz ist zerflieblich, 
ihre wiisserige LOsung wird auf Zusatz von Phosphorwolfram- 
siiure, Phosphormolybdinsiure, Pikrinsiiure und Quecksilber- 
chlorid gefillt, die Fiillungen sind in kochendem Wasser relativ 
leicht léslich. Tannin, Briickes Reagens und Uranacetat geben 
starke Fiéllungen. Platinchlorid, Ferrocvankalium mit Essig- 
sitive erzeagen keine Fillungen. Die Biuretreaktion fallt positiv 
aus, die Schwefelbleireaktion ist sehr schwach. Beachtenswert 
ist das vollige Ausbleiben der Millonschen und der Trypto- 
phanreaktion nach Hopkins. 


‘) FE. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 415. 
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Der Stickstoffgehalt der im Exsikkator getrockneten Sub- 
stanz betrug 15,059) 0. 
0.5172 


Substanz gaben 42.5 ccm Gas bei 720,8 nm und 14° C 
= 0,04732 g N. 

Zur weiteren Charakterisierung dieses a-Peptons wurde 
nun diejenige Menge Stickstoff ermittelt, welche nach dem 
Spalten des Eiweifes in den Phosphorwolframsiiureniederschlas 
eingeht. 0.6 g¢ wurden mit kKonzentrierter Salzsiiure gekocht 
und die Fliissigkeit nach dem Verdiinnen mit Phosphorwol- 
framsiiure gefiillt; in diesem Niederschlag wurden 0,393) ¢ 
Stickstoff gefunden. Demnach entfallen 6,55°/o Stickstoff der 
Troekensubstanz beziehungsweise 43,55 %/o des Gesamtstickstoffs 
auf die Basen und Ammoniak. Huminsubstanzen waren bei 
diescr Spaltung des a-Peptons nicht entstanden. 

Es wurden nun ferner 5 g dieses Peptons durch Kochen 
mit konzentrierter Salzsiiture gespalten, aus der Zersetzungs- 
fliissigkeit die Basen mit Phosphorwolframsiiure gefiillt und die- 
selhen nach Kossels Verfahren mit Silbernitrat und Barvyt 
getrennt: dabei wurden neben kleinen Mengen Histidin und Ar- 
ginin 1,8 g Lysinchlorid erhalten, dies entspricht einer Aus- 
beate von 28,8°/o Lysin. Es sei bemerkt, daS nach den Unter- 
suchungen von L. Hart?) und Haslam?) einige Albumosen 
bei der Spaltung mit Schwefelsiure grofBe Ausbeuten an Lysin 
ergaben. Das Filtrat vom Phosphorwolframsiiureniederschlag 
wurde mit Baryt von den Siuren befreit und die Losung ein- 
gedunstet, aus dieser Losung wurden 2,1 g Aminosiuren cr- 
halten, welchen kein Tyrosin beigemengt war. Ob dieses 
Pepton ein ganz einheitlicher Korper war, ist nicht sicher fest- 
vestellt, da mir nicht geniigend Material zur Verfiigung stand, 
um dasselbe aus Alkohol umzufiillen. Dieses a-Pepton gleicht 
in mancher Beziehung dem von E. Fischer und E. Abder- 
haldens) im Casein durch Verdauung erhaltenen Polypeptid. 
Ther die quantitative Bestimmung der Spaltungsprodukte der 
Kiweiikkorper, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 547. 

*) Quantitative Bestimmung der Hexonbasen in Heteroalbumose 
und Pepton, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIT, 5S. 54. 

' Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsinsalzsiéiure und 
Pankreasferment, Diese Zeitschrift, Bd. XL. S, 219. 
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Das im Alkohol losliche B-Pepton gibt mit den bekannten 
starke flockige Fiillungen. Die Fiillung 
mit Phosphorwolframsiiure ist in viel heibem Wasser zum Teil 
loslich, beim Erkalten scheiden sich kuglige Aggregate aus, an 
manchen dieser Aggregate war eine radialfaserige Struktur zu 
erkennen.') Dieses Pepton unterscheidet sich vom a-Pepton da- 
durch, dab es mit Millonschem Reagens eine starke Fillung 
vibt, welche allmahlich intensiv rot gefirbt wird, ferner wird 
dieses Pepton durch Platinehlorid gefallt, die Féllung in 
heiBem Wasser loslich. Die biuretreaktion und die Bleiprobe 
fallen positiv aus, letztere allerdings sehr schwach. Die Reak- 
tion auf Tryptophan ist negativ. 

Nach dem Abscheiden der Peptone mit Phosphorwol- 
ramsiiure resultierte ein Filtrat, welches noch stickstoffhaltig 
war. Dieses Filtrat wurde behufs Entfernung der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsiiure mit Barythydrat alkalisch gemacht, die 
Fliissigkeit von der blauen Fitllung abfiltriert und Filtrat 
der Baryt mit Schwefelsiiure quantitativ ausgefidlt, aus der 
eingeengten Losung scheiden sich 1.8 ¢ einer bei 202° schmelzen- 
den Substanz aus, welche noch untersucht werden soll. 


II. Der Phosphorwoliramsaureniederschlag. 

Uber die Darstellung dieses Niederschlags ist folgendes 
anzugeben: Das Filtrat vom Bleiessigniederschlag wurde mit 
Schwefelsiiure vom blei befreit, die L6sung auf ca. 4 Liter 
eingeengt und mit einer gesiittigten LOsung von Phosphorwol- 
framsiiure gefallt, wobei anfinglich eime voluminése Fiillung 
entsteht: der Zusatz erfolet solange, bis nur noch eine fein- 
kornige, milchige Ausscheidung entsteht, welche das Kalium 
eiuschliebt. Die Fallung wird nach lingerem Stehen abge- 
sogen, mit 5°/oiger Schwefelsiiture ausgewaschen, beim Ein- 
dunsten der Fliissigkeit scheidet sich noch eine weitere Menge 
eines kristallinischen Wolframats aus. Die beiden Fillungen 


) M. Siegfried hat aus Leim ein Glutokyrin genanntes Pepton 
dargestellt, welches eine kristallinische Phosphorwolframsiiureverbindung 
cibt. Zur Kenntnis der Hydrolyse des Eiweifes, Ber. d. mathematisch- 
plysischen Klasse der Koénigl. Siichs. Gesellschaft der Wissenschaften zu 
Leipzig, 1903, S. 63. 
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wurden gesondert in bekannter Weise auf die Basen nach dep 
Vorschriften von Kossel verarbeitet. Die bei Untersuchung 
dieser Niederschliige erhaltenen Ergebnisse entsprechen zum 
Teil den in der ersten Abhandlung angegebenen Befunden. Aus 
normalen sowie abnormalen Kisen konnte kein Arginin!) er- 
haiten werden. Histidin wurde stets aufgefunden, die Quan- 
titat des aus dem Silbernitratniederschlag isolierten Histidin- 
chiorids schwankte von 0,1—0,2°/o0 der fettfreien Kiisemasse. 
Dem Histidinchlorid war stets eine betriichtliche Menge sirupdser 
Mutterlauge beigemengt, welche die Reindarstellung des Histidin- 
chlorids auBerordentlich erschwerte. Es gelang aber, nach 
wiederholtem Umkristallisieren Priiparate zu erhalten, welche 
die der Theorie entsprechende Chiormenge enthielten und deren 
Drehungsvermogen mit den von A. Kossel fiir das Histidin- 
chlorid angegebenen Werten tibereinstimmte. 

0.1722 g Substanz gaben 0.1177 ¢ AgCl. Daraus berechnet sic! 
ein Chlorgehalt von 

Kine Losung von 2,2492 ¢ Substanz in 10 ccm 10° oiger Salzsiiure 
drehte im 200mm-Rohr im s. V.-Apparat 11,.6° nach rechts. 

Daraus berechnet sich (Hy = +- 89°. 

Die von den ersten Mutterlaugen getrennten  Kristialle 
vaben noch weitere Fraktionen, deren Gehalt an Chlor aber 
geringer war. 

0.1308 ¢ Substanz gaben 0,0873 g AgCl = 16,50°o Cl 
Q,2140 » > >» 01409 » » = 16,38%o » 

Um Aufschlufi tiber die dem Histidin beigemengte Substanz 
zu erhalten, wurden siimtliche Mutterlaugen, welche beim Um- 
kristallisieren des Histidinchlorids verschiedener Provenicnz 
erhalten wurden, vereinigt und nach den Angaben von A. Kossc'! 
und A, Patten?) bei Gegenwart von Schwefelsiure mit Mer- 
curisulfat gefiilit, aus dieser Fiillung wurde noch eine ansechn- 
liche Quantitéit von ganz reinem Histidin erhalten. Die vom 
Mercurisulfatniedersehlag getrennte Fliissigkeit wurde mit Hille 
von Sehwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, die vom 


') Es scheint, daf das Arginin weiter zersetzt wird, die bei Unter- 
suchung der sogenannten Lysinfraktion erhaltenen Ergebnisse scleinen 
darauf hinzuweisen, dem Lysin Diaminovaleriansiiure beigemens! 1s! 

*) Diese Zeitschrift, Bd. NAXVIT, 5. 39. 
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Schwefelquecksilber getrennte Fliissigkeit wurde etwas einge- 
engt, mit Phosphorwolframsiure ausvefillt, die aus diesem 
Niederschlag isolierte BasenlOsung mit Schwefelsiiure neutrali- 
-jert und bis zur beginnenden Kristallisation cingedunstet; die 
Fliissigkeit’ erstarrte im Exsikkator zu einer” kristallinischen 
Masse. Dieselbe wurde mit Hilfe von Baryumehlorid in das 
Chlorhydrat verwandelt und die Lésung desselben wieder kon- 
zentriert, aus dieser Losung schied sich nochmals etwas Histi- 
din aus. Es scheint also, dai unter diesen Umstiinden eine 
quantitative Abscheidung des Histidins mit Hilfe von Mercuri- 
<ulfat nicht zu erreichen ist. Trotz vieler Bemiihungen ist es 
nur bisher noch nicht gelungen, die in der Silberfillung neben 
Histidin auftretende Substanz in analysenreinem Zustand zu 
erhalten. Das Histidin bildet nur einen geringen, aber kon- 
stunten Bestandteil der basischen Stoffe des Kiises. Weitaus die 
erobte Menge der basischen Spaltungsprodukte findet sich in’ der 
Lysinfraktion» vor, welche neben Lysin auch Pentamethylen- 
diamin, Tetramethylendiamin und vielleicht) auch Ornithin 
Diaminovaleriansiiure) enthilt. Die Untersuchung dieser Fraktion 
ist im Gange. Der Phosphorwoliramsiiureniederschlag schiiebt 
auch Nucleinbasen ein. Wird nimlich die mit Salpetersiiure 
neutralisierte Basenlésung mit Silbernitrat versetzt, so entsteht 
cine in Salpetersiiure und auch in Ammoniak unlésliche Fiillung, 
wus welcher eine kleine Menge einer Substanz tsoliert werden 
konnte, welche die Murexidreaktion gab. 


Il. Die Aminosiuren. 


Die von den Basen mit Hilfe von Phosphorwolframsaure 
betreite Fliissigkeit enthalt nun neben Aminosiiuren noch un- 
bekannte Substanzen, anorganische Salze und wahrscheintich 
wuch organische Siiuren. Diese Fliissigkeit wurde mit einer 
siedenden Barvtlésung alkalisch gemacht und darauf sofort mit 
~chwefelsiiure neutralisiert’ und das vorhandene Baryum aus 
der Losung mit Schwefelsiiure quantitativ ausgefillt, auf diese 
Weise gelingt eine vollige Abscheidung der iiberschiissigen 
Vhosphorwolframsiure. Die Fliissigkeit wurde von der blauen 
Mallung abfiltriert, der Riickstand wiederholt mit Wasser aus- 
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gekocht, die Filtrate wurden in grofen flachen Schalen bis zy) 
begimmenden Kristallisation eingedunstet; aus diesen ersten 
Kristallfraktionen wurde ‘Tyrosin isohert. Behufs Reiniguns 
des Tyrosins wurde die ammoniakalische Lésung des letzterey, 
mit einigen Tropfen Bleiessig versetzt, das Filtrat mit Salpcter- 
siiture angesiiuert und mit Hilfe von Schwefelwasserstoff entbleit. 
aus der nun mit Ammoniak neutralisierten Losunge schied sich 
das Tyrosin in den charakteristischen Kristallen aus. Bei Unter- 
suchung des spezifischen Drehungsvermogens der 
verschiedener Herkunft wurden foleende Ergebnisse’ erhalten: 

I. Kine Lésung, welche in 10 cem 3,87°/otger Salzsiiure 03682 
Substanz enthielt, drehte im S. V.-Apparat bei 14° C. 2,7° nach links: 
demnach ist = — 126°, 

If. Eine Lésung, welche in 10 cem 3,87°%/oiger Salzséure O,5116 ¢ 
Substanz enthielt, drehte bei 14° C. im 200mm-Rohr 3.59 nach links - 
daraus berechnet sich fiir 

Kine Losung, welche in 10 3,87°/oiger Salzsiiure 0,1521 ¢ 
Substanz enthielt, drehte bei 15° C. im 200mm-Rohr 11,8° nach links 


demnach ist (a) — 9°. 


Fischer!) fand fiir em aus Casein dargestelltes 


Tyrosin (a)F) = — 13,2°, fiir ein aus Kartoffelknoilen darge- 
stelltes Tyrosin fanden E. Sehulze und E. Winterstein? 
(a) = — 16,1°. Es scheint demnach, dai den aus Kise iso- 


lierten ‘Tyrosinpriiparaten racemisches Tyrosin beigemengt war. 
Die weitere Verarbeitung der vom Tyrosin befreiten Amino- 
siiuren und der verschiedenen Mutterlaugen wurde bei den 
verschiedenen Materialien nicht genau in gleicher Weise durch- 
gotiihrt. Ich beschreibe im nachstehenden nur zwei Versuche. 
Kiir den ersten Versuch verwendete ich ein Ausgangsmaterial, 
welches aus 4000 ¢ fettfreiem Riickstand von einem normalen 
Kiise und aus 3300 ¢ fettlreiem Riickstand von einem 3 Moun: 
alten Kiise erhalten wurde. Dieses Material bestand aus 110 ¢ 
Trockensubstanz und 396 ¢ dickfliissiger Mutterlauge, dasse ibe 
wurde mit 12/21 absolutem Alkohol aufgekocht, die Fliissigke:t 


‘) Berichte d. deutsch. chem. Gesellschaft. Bd. 32, S. 3446. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, S, 310. 
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nach liingerem Stehen von der kristaliinisehen Ausscheidung 
vetrennt, erstere wieder eingedunstet und die Extraktion mit 
absolutem Alkohol so oft wiederhoit, bis keine Ausscheidung 
mehr stattfand. 

Es hinterblieben nun 147 ¢ eines in Alkohol lOslichen 
Riickstandes, welcher noch kleine Mengen Aminosiiuren  cin- 
schloBb. Beim Verestern von 50 ¢ dieses Riiekstandes wurden 
noch ca. 9 g Aminosiiuren isoliert. 

Die Menge der bei 60° getrocknelen, zuvor mit absolutem 
Aixohol ausgewaschenen kristallinischen Ausscheidungen betrug 
246 2, dieselben wurden nun nach bE. Fischers Angaben ver- 
estert. Die Substanz wurde mit ca. 2 | absolutem Alkohol tiber- 
eossen und unter Ktthlung Salzsituregas bis zur Saittigung ein- 
eeleitet, wobei die Amimosiiuren in Losung ¢ 


cingen, es hinter- 
Wlieb ein zum groObten Teil aus anorganischen Si 


alzen bestebender 
schmieriger Riickstand: nach 2%stiindigem Stehen wurde die 
liissigkeit von den anorganischen Salzen abgegossen, das Un- 
lOsliche mit absolutem Alkohol verricben, die Fliissigkeit ab- 
vesogen und der Riickstand mit Alkohol aus ewaschen. Die 


Menge der ausgeschiedenen Salze betrug 44 @, es wurden so- 


g, 
mit 202 ¢ Aminosiiuren verestert. Die salzsaure LOsung wurde 
nun zuniiehst in flachen Schalen bei 40° eingeengt und sodann 
bel einer 40° nicht tiibersteigenden ‘Temperatur im Vacuum zum 
Sirup eingedickt und die Veresterung in gleicher Weise noch 
zweimal wiederholt. Es resultierte nun cin hellbraun 
sirup, aus welchem dic Aminosiiureester mit Hilfe von Natron- 
luuge, Pottasche und Ather isoliert wurden. Bei der Destillation 
derselben im Vacuum wurden folgende Fraktionen erhalten: 


Fraktion Druck Temperatur Gewicht 
l 8.5 mm 15— 38° 3.05 
il 7 35— 60" 
I 7 60— 738° 40.6 
lV 6 78—160° 15.7 
6 100—120" 
Vi (5 12U0—140° 14,1 
Vi 6 140—165° 7,1 
12.6 


Im Kraktionierkolben verblieben 6 g Riickstand. Die Ge- 
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samtausbeute an Aminosdureestern betrug somit 142,66 aus 


2O2 ¢ Ausgangsmaterial. 


Fraktion 
Aus dieser Fraktion wurden 0.2 ¢ Glykokoll4) isoliert, 
Die Hauptmenge dieser Fraktion bestand aus Alanin. 

Das Chlorhvdrat des Glykokollesters schmolz bei 143°, 
Das Alanin wurde durch eine Stickstoffbestimmune identifiziert. 

O21 ¢ Substanz gaben 3.3 ecem Gas bei 16° C. und 722 mm 

0.03352 N == 15,94°> N. Berechnet fir C,H.NO,: 15,87 °/o. 
Fraktion I. 

Die aus dieser Fraktion dargestellten Aminosiéuren wurden 
in dret Kristallfraktionen zerlegt, die leicht l6sliche wurde in 
das Kupfersalz verwandelt und das in der Hitze ausgeschiedene 
Leucinkupfer von der blauen Losung getrennt. Es resultierte 
nach dem Konzentrieren etm in blauen Blittchen kristallisierendes 
Salz. welches in die frete Siture zuriickverwandelt wurde. Diese 
Aminosiiure erwies sich als reine Aminovaleriansiiure. 


O.1282 ¢ Substanz gaben 14 cem Gas bei 13.58 C. und 720 nm 


¢ 
O.211 ¢ Substanz gaben 0.3960 ¢ CO, und 01804 g 
Bereehnet fiir C3H,,O,N Gefunden 
51,28°%o C, 9,40°/o H, 11,98°%o N. 51,18°o 9,49°%/o H, 12,19°)0 N. 
Das Kupfersalz der Siiure besa den richtigen Wert an 
Kupfer. 
0.0810 © Substanz gaben 0.0219 CuQ = 21,59°%o Cu 
Berechnet 21,49° 0 Cu. 
Das spezifische Drehungsvermégen betrug in 20°. iger Salzsiiur: 
0.5435 ¢ Substanz in 10 cem 20° oiger Salzsiiure gelist drehter 
tin 200mm-Rohr im V.-Apparat 8.6° nach rechts. 
Fraktion Til und IV. 
Aus Fraktion HE wurde noch ein Kupfersalz isoliert, dessen 
Kuptergehalt auf Aminovaleriansiiure stimmte. 

Nach E. Fischer (Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 157) scheint 
das Caseinmolekiil keinen Glykokollkomplex zu enthalten. Es ist denk- 
bar, daly das gefundene Glykokoll dem Laktalbumin entstammt, das 
den Molken der frischen Kisemasse enthalten ist. Eime Untersuchung 


dieses Eiwerhkorpers hat Herr E. Strickler zum Teil durchgefiihri 
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Q.OSUO ¢ Substanz gaben 0.0215 ¢ CuO = 21.39% Cu. 

Die aus dem Kupfersalz isolierte Siture wurde in zwei 
Kristalifraktionen zerlegt. Die erste besab einen Stickstoffvehalt 
von 12,55°%o, die zweite von 12,62°/o. 

0.1276 ¢ Substanz gaben 14 cem Gas bei 7181 mm und 13.5° C. 
If. » > : 14495 » » » 7193 » » 13.5%» 

Die Fraktion HI schlof somit noch Aminovaleriansiure 
el. dev Hauptanteil aber war Leucin. 

Die verbiiebenen bei 100° getrockneten Aminosiiuren der 
belden Fraktionen wurden mit absolutem Alkohol ausgekocht 
und aus den alkoholischen Extrakten die Pyrrolidinkarbonséure 
izoliert. Erhalten wurden 0.55 Kupfersalz der racemischen 
u-Pyrrolidinkarbonsiiure. 

Q.215 ¢ Substanz verloren bei 110° 0.0255 ¢ Wasser und gaben 
0.0520 ¢ CuO. 


berechnet fiir C,H,,O0,N,Cu 2 H,O Gefunden 
10,99 °%o0 21,81° Cu. 10,91°/o H,O, 21,69°/o Cu. *) 


Aus dem im Alkohol l6slichen Anteil der) Kupfersalze 
wurden O.8 g eines Sirups erhalten, der sich leicht in absolutem 
Alkohol aufliste und aus dieser Losung auf Zusatz von Ather 
als Sirup gefiillt wurde. Da alle Versuche, diese Substanz 
cristallisiert zu erhalten, felilschlugen, wurde sie Phenyl- 
eyanat gekuppelt, die dadurch gewonnene klebrige, schwach 
rosa gefirbte Substanz durch Erhitzen mit Salzsaure in das 
Hydantoinderivat) verwandeit, welches nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus Wasser bet 140° schmolz. Da der Schmelz- 
punkt etwas zu niedrig war, wurde noch eine Stickstoffbestimmung 
ausvefiilirt. 

0.1210 g Substanz gaben 14.3 ccm Gas bei 16° und 722 mm 

0.01582 ¢ Stickstoff, 
Berechnet fiir C,,.H,,O.N, Gefunden 
12,96°%o N. 15,07°%o N, 

Die Fraktionen Hl und IV schlossen somit kleine Mengen 
Pyrrolidinkarbonsdure ein. 

Fraktion V, VI, VIL. 

Aus diesen drei Fraktionen wurden insgesamt 9 g 
Phenylalanin isoliert. Ferner wurden daraus 0,5 g Glutamin- 

4 Der Kupfergehalt bezieht sich auf das wasserfreie Salz. 
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siiture und 1.7 Asparaginsiiture gewonnen. Nach dem Aus- 
kristallisieren der Asparaginsiture hinterblieben 2.5 Mutter- 
lange, welehe wahrscheintich das Serin einschlossen. 


Fraktion If und 


bein Einstellen dieser beiden Fraktionen in ein Kohlen- 
siiureidithergemisch erstarrten die dicktlissigen Fraktionen zu 
einer hornartigen) Masse, welche bet allmiéhlichem Steigern der 
Temperatur kristallinisch wurden. Ber Fraktion VIE resultierte 
daneben eine welehe durch Absaugen von dey 
Kristallen befreit wurde; dieselbe leferte noch etwas Phenyl- 
Das Phenyvlalanin wurde durch eme Kupferbestimmiuis 
identiliziert und durch sein sonsiiges charakteristisches Ver- 
halten erkannt. Das Kupfersalz enthtelt 16,12°/0 Kupfer. Bo- 
rechnet 16.2°%o. Das Priiparat gab bet der Oxydation mil 
Bichromat und Schwelelsiiure Benzoesiiure, ber der Oxydation 
trat der charakteristische Geruch nach Phenylacetaldehyd aul, 
Kine Losung der Substanz in verditnnter Schwefelsiiure eal 
auf Zusatz von Phosphorwolframsiurelosung eme Ausscheidune 
Oliger Tropfen, die allmiéhlich zu groben  blittrigen Kristallen 
erstarrten. 

den zweiten Veresterungsversuch verwendete tcl ein 
aus verschiedenen Kiisen gewouncnes Ausgangsmaterial, welches 
In dihnlicher Weise wie beim ersten Versuch mit Alkohol extra- 
hiert worden war. Aus den alkoholischen L6sungen isolierte 
ich mach den neuerdings von Ek. Fischer und Ek. Abder- 
halden!) angegebenen Verfahren Pyrrolidinkarbonsiiure,?) die 
im Alkohol unl6slichen Aminosiiuren wurden verestert. 

Bei der Destillation der Ester wurden foleende Fraktionen 
erhalten: 


Fraktion Druck Temperatur Gewicht 
mmm 60— 75° 6.9 
iz &d° a4, 1 
l\ lO—12 » 97—115° 3.8 


') Uber die Verdauung des Caseins dureh Pepsinsiiure und Pankreas- 
fermente Fischer und EK. Abderhalden. Diese Zeitsehr.. Bd. XL, S. 216. 


Siehe folgende sete. 


hie 


Uber einige Bestandteile des Emmentaler Kiises. DOS 
Fraktion Druck Temperatur Gewicht 
10—12 mm 115—125° 
VI 10—12 125 --155" 
V1l 135—148° 2,3 
Vil 10» Li8—165° 
IX 10 >» 165—170" 32 
X 10» 170—180° 2,1 


Die zweite Fraktion wurde nochmals bei 12 mm_ rekti- 
fiziert und in drei weitere Fraktionen zerlegt. Die Hauptmenge 
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gingen ber 83° tber. 
Aus den einzelnen Fraktionen konnten  Aminovalerian- 
siiure, Leucin, Phenylalanin, Glataminsiiure und Asparaginsiiure 
isoliert werden. Das bei diesem Versuche erhaltene Ergebnis 
weicht somit von den Resultaten des ersten Versuches insofern 
ab, als Glykokoll und Alanin nicht aufgefunden werden konnten, 
Ferner ist) beachtenswert, hier die Menge Phenylalanin 
nur 1,8 ¢ betrug, also wesentlich weniger als im ersten Falle. 
Die in verschiedenen NKiisen auflretenden Aminosduren weisen 
also nicht nur in qualitativer Zusammensetzung, sondern auch 
in bezug die Quantitiiten betriichtliche Differenzen auf, 
Um aus den alkoholloslichen Anteilen die Pyrrolidinearbon- 
siiture zu isolieren, verfuhr ich wie folgt: Der Alkohol wurde 
abgedunstet und der Riickstand im Vacuum eingedunstet, bis 
keine Gewichtsabnahme mehr stattfand, dieser Riickstand wurde 
nun mit viel absolutem Alkohol lange Zeit unter Null Grad 
stehen gelassen, wobei sich 47 g Substanz ausschieden. Die 
von dieser Ausscheidung getrennte Losung wurde wieder ein- 
gedunstet, der Verdamplungsriickstand in Wasser gelost, mit 
Ouecksilbersulfat gefiillt, aus dem Filtrat wurde das Quecksilber 
mit Schwelelwasserstoff und die Schwefelsiiure mit Baryt quanti- 
lativ entfernt, die konzentrierte Losung wurde mit Kupfer- 
hydroxyd gekocht und das griingefiirbte Gemisch der Kupfer- 
salze mit Alkohol ausgezogen, wobei eine bedeutende Menge 
Sirup zuriickblieb: die Isolierung der racemischen  Pyrro- 
lidinkarbonsiiure aus diesem Gemisch von Kupfersalzen ist 
mir nicht gelungen. Das in Alkohol losliche Kupfersalz lieferte 
0,5 Strup, welcher mit Phenyleyanat das bei 142° schmel- 
zende, fiir die Pyrrolidinkarbonsiiure charakteristische Hydan- 
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toin lieferte.')) Die mit Quecksilbersulfat erhaltene Fiillung gah 
nach dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff eine Losung, welche 
die Tryptophanreaktion sehr schon zeigte. 

Eine ausfithrliche Publikation mit einer mdglichst yoll- 
stiindigen Zusammenstellung der auf die Chemie des Kiises 
beziiglichen Arbeiten soll, nach Beendigung der noch im Gange 
befindlichen Untersuchungen iiber die verschiedenen Kiisesorten. 
an anderer Stelle erfolgen.?) 


Riiekblick auf die Resultate. 


Im Emmentaler Kiise findet sich eine Reihe von Stick- 
stoffverbindungen vor, die man als primiire Spaltungsprodukte 
der in der frischen Kiisemasse enthaltenen Eiweibstoffe ansehen 
kann, namlich: Glykokoll, Alanin, Aminovaleriansiure, 
Leucin, Asparaginsiiure, Glu- 
taminsiiure, Tryptophan, Histidin und Lysin, ob Oxy- 
uminosiuren vorhanden sind, ist) noch nicht festgestellt. 
Die Quantitiit, in der die einzelnen Spaltungsprodukte auftreten, 
scheint eine wechselnde zu sein. Neben den genannten Stotfen 
finden sich aber auch einfachere Stickstoffverbindungen, niimlich 
Tetrametylendiamin, Guanidin, Pentamethylendiamin 
und Ammoniak vor. Man darf annehmen, dai Tetramethylen- 
diamin und Guanidin aus dem Arginin, Pentamethylendiamii 
aus dem Lysin durch Spaltung hervorgegangen sind und dab 
diese Spaltung durch die im Kiise vorhandenen Mikroben bewirkt 
worden ist. Neben den kristallinischen Spaltungsprodukten treten 
auch Peptone (Polypeptide?) auf, von denen zwei von mir 
dargestellt und charakterisiert werden konnten. AuBerdem konnten 
auch Nucleinbasen und Cholin im gereiften Kiise nach- 
rewiesen werden.  Als_ stickstofffreie Bestandteile des Kiises 
nenne ich noch Bernsteinsaure und Zitronenséure; dab 
daneben auch Milehsiiure sich vorfindet, ist schon linger bekannt. 

4) Bs gelang somit aus dem Roligemisch der Aminosiiuren die 
Pyrrolidinkarbonsiure ohne Veresterung zu isolieren, 

2) Die Fortfihrung dieser Untersuchung ist durch eine vom 
schweizerischen Departement des Innern in dankenswerter Weise ge- 
viihrte Subvention ermodglicht worden, 
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Uber den Alkoholgehalt tierischer Organe. 


Von 


Georg Landsberg, Avzt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1904.) 


Die Frage nach dem Vorkommen you Athylalkohol in den 
Organen ist in der medizinischen Literatur schon vielfach erdrtert. 
Der erste, der ihr nither trat, war wohl Hudson Ford!), der 
in einer im Jahre 1859 erschienenen Arbeit angab, dab in den 
Destillaten von Blut sowie von frischen und faulenden Organen 
sich Alkohol nachweisen lasse. Uber ein Jahrzehnt spiiter 
beschiiftigien sich A. und J. Bechamp mit dieser Frage. 
A. Béchamp?)*) zeigte, da sich in Lebersubstanz, die sofort 
nach dem Tode durch Eintauchen in Kreosotwasser vor Fiiulnis 
moeglichst geschiitzt war, nach drei bis vier Tagen Alkohol und 
Exsigsiiure in betriichtlicher Menge vorfand: die gleichen Be- 
standteile fand er, ebenfalls in relativ bedeutender Menge, im 
Destillat’ frischer Kuh- und Eselinnenmilch. Gleiche Resultate 
hatte J. Bechamp.*) In faulendem Fleisch und in frischen 
Organen wies er Alkohol nach, im frischen Gewebe in kleineren 
Mengen als bei der Fiiulnis. Die Versuche, die Rajewsky 4) 
iiber das Vorkommen von Alkohol im Organismus  anstellte, 
fiimrten ihn gleichfalls zu dem Resultate, dab sich in den Organen 
Alkohol finde. Sein Vorkommen bei der Fiiulnis von Eiereiweib 
(dextrosehaltigem) stellte Vitali®) fest. Diese Ansicht, dab 
Alkohol sich in den Tierorganen vorfinde, blieb jedoch nicht 
unwidersprochen. Albertoni*) will Vorkommen_ préfor- 
mierten oder bei der Fiiulnis sich bildenden Alkohols nur. fiir 
Ausnahmefiille zugeben; ihm schliebt sich M. Nieloux®)%) an, 
der ein Vorkommen von Alkohol in frischen Organen hédchstens 
ia Spuren zugeben kann. 
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Die Methoden, die fiir den Nachweis des Alkohols ange- 
wendet wurden, waren sehr mannigfach. Im allgemeinen wurden 
die betreffenden Organe oder Korpersiifte der Destillation unter- 
worfen, in den Destillaten durch mehrfach wiederholte Destillation 
der Alkohol moglichst konzentriert und im_ letzten Destillate 
dann nachgewiesen. Ford bediente sich zum Nachweis der 
Chromsiiurereaktion, der Entziindung des Destillates und einer 
optischen Erscheinung bei der Destillation, des sogenannten 
«Spieles» des Alkohols, die sich beim Ubergang von Alkoho! 
am Anfang des Kiihlrohres in charakteristischer Weise zeigt, 
sofern die Quantitiit des Alkohols irgend erheblich ist. A. und 
J. Béehamp brachten den Nachweis durch Anziinden und durch 
Oxydation des Alkohols mittels Chromsiiure; die quantitative 
Bestimmung machte A. Béchamp durch Uberfiihrung in Essig- 
siiure und Bestimmung der gebildeten Menge Siaure durch 
Titration mit NaOH: J. Béchamp bestimmte die Quantitait im 
letzten Destillate im Sailleronschen Apparate. Der damals 
vor kurzem angegebenen CHJ,-Reaktion bediente sich Rajewsky; 
er bezog sie auf Alkohol, weil die Destillate mit Platinmohr 
Aldehyd bildeten. Dal sich in Organdestillaten stets eine jodo- 
formbildende Substanz vorfindet, gibt auch Albertoni zu. Diese 
Substanz gibt aber nach Albertoni die Vitalische Reaktion 
(diese besteht im Auftreten einer weinroten Fiirbung nach Zusatz 
von CS, -+- 1 ett KOH (konz.) -+ etwas Ammoniummolybdat in 
Substanz +- einige Tropfen verd. H,SO, zur Versuchsfliissigkeit) 
auf Alkohol und Aceton nicht, demnach handelt es sich nicht 
um Alkohol, sondern wohl um Aldehyd, was auch durch die 
Jodoformbildung sehon in der Kiilte wahrscheinlicher ist. Auch 
im Urin von Menschen, die keinen Alkohol zu sich genommen 
hatten, fand schon Lieben!!) stets eine jodoformbildende Sub- 
stanz, die aber seiner Meinung nach kein Alkohol ist: einen 
Grund fiir diese Auffassung fiihrt er nicht an. Gewohnlich 
wird im Urin die CHJ,-bildende Substanz auf Aceton bezogen, 
doch hat Salkowski schon darauf aufmerksam gemacht, dal 
es sich dabei ebensogut um Aldehyd handeln kénne. Da 
Alkohol, Aldehyd und Aceton die CHJ,-Reaktion geben, so ist 
es kaum angiingig, diese Reaktion mit Bestimmtheit auf eine 
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der genannten Substanzen zu beziehen, ohne dafiir noch andere . 
Beweismittel anzufthren. Ebenso labt die Reduktion von CrO, 
zu Cr,O; und der damit eintretende Farbenwechsel von Gelb : 
in Griin nichts anderes schlieBen, als dah reduzierende Korper 
in der untersuchten Fliissigkeit sind. Diese Reduktion kommt 
nicht dem Alkohol allein zu, sondern in gleicher Weise auch 
dem Aldehyd: nach der Angabe von Bodliinder.'®) die ich 
bestatigen kann, wirkt sogar Essigsiiure unter bestimmten Ver- : 
suchsbedingungen noch reduzierend. Zu beriicksichtigen ist 
schlieBlich noch der Umstand, dafii die CHJ.-bildenden bezw. 
CrO,-reduzierenden Koérper nicht praformiert in den Organen 
enthalten zu sein brauchen, sondern auch erst bei der Destil- 
lation entstanden sein 

Der reduzierenden Wirkung, die Alkohol auf CrO, aus- 
iibt, bediente sich M. Nicloux zur Ausarbeitung einer quan- 
titativen Bestimmungsmethode kleiner Mengen Alkohols. Seiner 
Angabe nach war er der erste, der eine solche Methode angab, 
vor ihm soll eine chemische Methode zur quantitativen Alkohol- 
bestimmung nicht bestanden haben. Nach Nicloux werden 
zu einer bestimmten kleinen Menge (5 ccm) der unter- 
suchenden Fliissigkeit im Reagensglase einige Kubikzentimeter 
konzentrierter Schwefelsiiure hinzugefiigt, die Mischung bis zum 
Sieden erhitzt und dann aus einer Biirette solange eine K,Cr,O,- 
Losung von bestimmtem Gehalt zugesetzt, bis die anfangs auf- 
tretende griinblaue Farbe der Fliissigkeit in eine’ griingelbe 
iibergeht. Da die Endreaktion nicht sehr scharf ist, so rit 
er, fiir bestimmie Verdiinnungen von Alkohol (zwischen !/so0 
und +*/3000) je zwei Reagensgliischen herzustellen, von denen in 
dem einen zu der schwefelsauren Alkoholl6sung nur soviel 
Chromlésung hinzugefiigt wird, dai es noch kein CrO, im Uber- ; 
schuh enthalt, waihrend in dem zweiten durch Zusatz von ein 
bis zwei Tropfen mehr schon ein Uberschuf vorhanden ist. 

Durch Vergleich mit diesen Proben soll die Erkennung der 
Kndreaktion besser méglich werden. Auch soll man der ersten 
Titration eine zweite folgen lassen, bet der man sogleich die 


zuerst gefundene Menge von K,Cr,O,-Losung zusetzt und sieht, 
ob der Farbenausschlag auch hier schon eintritt: sonst muh 
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man jetzt eventuell noch einige Tropfen der Chromlisune hin- 
zufiigen. Was den Verlauf der Reaktion betrifft, so soll dep 
Alkohol dabei bis auf 2°/o zu Essigsiiure werden. 

Die Nachpriifung von Niclouxs Angaben ergab folgendes: 

Losung von 1 cem Alk. absol.: 1000 Aq. dest... 5 com 
der Losung -- 3 ccm konzentrierte H,SO, zum Sieden erhitzt. 
darauf WyCr,0,-Losung (19 ¢: 1 1 Aq. dest.) zugesetzt. Der 
Farbenumschlag tritt ein bei 0.8 cem: 0.8 eem: 0.9 cem: O.8 Cem: 
com: 0,7 O,8 com ete. Sehr zahlreiche Titrationen 
zeigen, dab im Durchsehnitt 0,83 cem der Cr-Losung verbraucht 
werden. Dieselbe Alkoholl6sung, mit einer K,Cr,O,-Lésung von 
1/4 der Stirke der vorigen titriert, zeigt den Farbenumschiag 
bei 3,0 cem; 3,3 ccm; 2,8 cem; 3,4 ecm; 3,2 cem; 3,3 cem: 
3,2 com ete, im Durchschnitt also bei 3,26 ecm. 

Losung von L cem Alk. absol.: 2000 Aq. dest. Die 
gleiche Menge Alkohollésung, in gleicher Weise behandelt, ergib! 
ber Zusatz der weniger konzentrierten (4,75 ¢ 
im Liter) den Farbenumschlag bei 1.6 cem: 1,5 cem; 1.8 ecm: 
1,6 cem; 1,7 com; 1,6 ccm ete., im Durchsehnitt bei 1,64 ccm 
Zusatz. 

Losung von ft cem Alk. absol. : 4000 Aq. dest: gleiche 
Menge in gleicher Weise behandelt: ergibt bei Zusatz der Cr- 
Losung Farbenumschlag bei 0,8 com: 0,6 ecm: 0,6 cem: 0,7 ecm 
etc., im Durehschnitt bet 0,74 cem Zusatz. 

Es ergibt sich also, die Endreaktion schon friher 
eintritt, als Nicloux angibt, daB fiir die Oxydation von 
0,005 cem Alkohol nicht 1 cem bezw. 4 eem K,Cr,O,-Lésung 
verbraucht werden, sondern nur 0,83 bezw. 3.26 ccm. Setz! 
man, wie Nicloux in spiiteren Arbeiten vorschligt, zu 5 ecm 
der Alkoholl6sung 6—7 ecm konzentrierte H,SO, hinzu. so 
niihern sich die Zahlen allerdings den von Nicloux angegebe- 
nen und betragen 0,91 bezw. 3,6 ccm. Diesen letzten Zahlen 
-entsprechen ungefiihr die Zahlen, die Béhal und Francois!) 
in einer Nachpriifung der Niclouxschen Angaben gefunden 
haben. Sie verwenden niimlich eine L6sung von 16.97 
K.Cr,O, im Liter, wovon 1 cem = 0,005 cem Alk. absol. eni- 
sprechen. soll. 
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Man ersieht aus den Zahlen der Nachpriifung, dal die 
Titration keine genaue ist, dab bei Zusatz verschiedener Mengen 
Schwefelsiure auch die Menge der zuzusetzenden” K,Cr,O,- 
Losung variert. Dies erklért sich wahrscheinlich daraus, dab 
in stiirker saurer LOsung auch die Oxydation eine weitergehende 
ist. Die Niclouxsche Angabe niimlich, dab der Alkohol quan- 
titativ zu Essigsiiure (2°/o sogar bis zu CO,) oxvdiert wird, 
ist sicherlich unrichtig: man kann sich vielmehr davon. iiber- 
zeugen, bei Ausfiihrung der Bestimmung stets ein inten- 
siver Aldehydgeruch auftritt, ein Teil des oxydierten Alkohols 
somit als Aldehyd entweicht und weiterer Oxydation entgeht. 
Es ist auch nicht ausgeschlossen, dali beim Erhitzen der 
schwefelsauren Alkohollésung schon etwas vom Alkohol un- 
oxydiert verdunstet. Aus der Verschiedenheit dieser Faktoren 
erklaren sich somit nach meiner Auffassung die Differenzen 
der Zahlen bei den einzelnen Titrationen, soweit sie nicht durch 
den nicht sehr scharfen Farbenumschlag bedingt sind. Immer- 
hin aber kann man wohl sagen, dai die Titrationsmethode 
rein empirisch ganz brauchbar ist, wobei selbstverstindlich 
nicht nochmals hervorgehoben zu werden braucht, dab der 
Aldehyd z. B. in gleicher Weise reduzierend wirkt. 

Kin Punkt aber verdient noch besonderer Erwiihnung, 
der niimlich, dab Nicloux als erster die angegebene Methode 
zur quantitativen Alkoholbestimmung benutzt haben will. Ge- 
wih muf man annehmen, dab ihm die Arbeiten iiber diesen 
Gegenstand unbekannt gewesen sind und scheinbar noch sind: 
indes wurde eine Methode, die der Niclouxschen im Prinzip 
volistiindig analog ist, schon vor tiber zwanzig Jahren von 
Bodliinder!?) verwendet. Ob diese Methode von Bodliinder 
stammt, ist aus seiner Arbeit nicht ersichtlich. Bei ihr wird 
zu einer LOsung von CrO, in konzentrierter H,SO, (1 ¢g 
800 com H,SO,) so lange von der zu untersuchenden Alkohol- 
l6sung hinzugesetzt, bis die urspriinglich gelbe Farbe in ein 
tiefes Griin tibergegangen ist. Auch diese Methode leidet an 
dem gleichen Fehler wie die Niclouxsche, an der wenig 
scharfen Endreaktion: bei ihr ist die Oxydation eine viel weiter- 
gehende, nach Bodlinder in der Hauptsache bis zur CQ,, 
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und es wird daher auch fiir die gleiche Menge Alkohol weit 
mehr CrO, gebraucht. Indes hat sie den Vorzug der griferen 
sequemlichkeit, da das Arbeiten in der Hitze fortfallt, vielleicht 
werden dadurch auch manche Ungenauigkeiten der Nicloux- 
schen Methode vermieden. -Auch als kolorimetrische Methode 
wurde diese Methode von StraBbmann!s) verwendet. Dab sie 
im sonstigen Ausland nicht ganz unbekannt war, zeigt eine 
Arbeit von Benedict und Norris!) aus dem Jahre 18938, 
welche eine Modifizierung der Bodlinderschen Methode vor- 
schiiigt, um das Entweichen von Aldehyd zu vermeiden. Da 
die Bodliindersche Methode erst im Verlaufe dieser Arbeit 
zu meiner Kenntnis kam, verwendete ich die Niclouxsche 
zur quantitativen) Alkoholbestimmung. 

Um den Alkohol qualitativ. modglichst einfach und. sicher 
nachzuweisen, wurde folgender Weg eingeschlagen. Es wurde 
die zu untersuchende Fliissigkeit mit H,SO, und K,CrO, bezw. 
iiquivalenten’ Mengen K,Cr,0, in bestimmtem Verhiiltnis ver- 
setzt, destillert und das Destillat in Fraktionen aufvefangen. 
Ks sollte dabei der Alkohol in Aldehyd tibergefthrt und als 
solcher nachgewiesen werden. Da Aldehyvd schon bei 21° C. 
siedet, so mubte der Aldehyd in seiner Hauptmenge in die 
ersten Kubikzentimeter des Destillates tibergehen. Dies war 
denn auch stets der Fall, wenn auch das vierte Destillat oft 
noch deutliche Aldehydreaktionen aufwies. Zum Nachweis des 
Aldehyds dienten folgende Reaktionen: 

1. Die Bildung von Aldehydharz durch Erhitzen mit kon- 
zentrierter NaOH. Diese Reaktion wird in reiner Aldehydlosung 
(Aldehyd conzentr. von Schering) mit Bildung eimes Harz- 
niedersehlages bis zur Konzentration von 1: 6000) gegeben: 
bei einer Konzentration von 1: 10000) tritt nur noch ganz 
schwache Gelbfiirbune auf. Daneben ist fiir die Reaktion ein 
Geruch charakteristisch, der an den Geruch geschmorter birnen 
erinnert. 

2. Die Reduktion von ammoniakalisch-alkalischer Silber- 
ldsune und Bildung eines Silberspiegels. Diese Reaktion ist 
sehr fein, doch muB man sieh durch Kontrollversuche davon 
iiberzeugen, dafi das Reagens nicht allein schon reduziert wird, 
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was wohl durch den oftmaligen Gehalt des NH, an organischen 
Substanzen bedingt wird. 

3. Die Reaktion mit Nesslers Reagens nach Crismer, 
ber der bei Verdiinnungen von 1:25000 noch ein schwacher 
Niederschlag, von 1: 100000 noch deutliche Gelbfiirbung auftritt. 

4. Die Jodoformprobe nach Lieben, die ebenfalls in 
Konzentrationen von 1: 100000 noch deutlichen Jodoformgeruch 
und nach langerem Stehen Ausscheidung von Jodoformkristatlen 
darbietet. 

Es handelte sich nun darum, wie gro} man den Zusatz 
von H,SO, und von K,CrO, wahlen sollte, um die Oxydation 
des Alkohols bis zum Aldehyd und nicht dariiber hinaus zu 
fiihren. Zu diesem Zweck wurden folgende Versuche ausge- 
fiihrt. Es wurden stets 100 ecm verschieden starker Alkohol- 
mit verschiedenen Mengen H,SO, bezw. K,CrO, versetzt 
und destilliert. Es wurden 2 oder 3 Destillate & 15 cem auf- 
gefangen und die Intensitat der Aldehydreaktionen in diesen 
Destillaten verglichen. Die Einzelheiten ergeben sich aus um- 
stehender Tabelle. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dab der Zusatz verschiedener 
Mengen von H,SO, zur Destillation auf die Intensitiit der Re- 
aktionen von erheblichem Einfluf ist. Die stiirksten Reaktionen 
fanden sich bei Zusatz von 5 cem konzentrierter H,SO, zu 
100 cem der Alkoholl6sung, wobei abwiirts von einer Kon- 
zentration von 1: 5000 diese keine Rolle spielte: ebenso erwies 
sich als am zweckmiibigsten der Zusatz von 5 cem einer 
2% oigen K,CrO,-Losung. Bei Zusatz von mehr H,SO, oder 
KCrO, war eine Zunahme der Intensitét der Reaktionen nicht 
zu bemerken: in einzelnen Fiillen sogar eine deutliche Ab- 
nahme. Es wurde daher bet der Behandlung der Organ- 
destillate die hier als zweckmilig gefundene Menge H,SO, und 
K,CrO,-Losung zugesetzt. Aus der Tabelle ergibt sich ferner, 
bis zu einem Gehalt von 0.02.  Alkohol abs. der 
destillierten Losung die Reaktion mit NaOH im 1. Destillat 
stark positiv ausfiel; ihre Grenze lag, wie andere Versuche 
zeigten, bei einem Gehalt von 0.014 cem Alkohol abs., ent- 
sprechend 100 cem einer Losung 1: 7000, 
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Menge 


Zahl 


Ausfall der Reaktigy 


— 


1 


1 


100 com 


100 


1: 1000 
cem 
1: 1000 
100 cem 
1°: 1000 
100 cem 
{: 1000 


ccm 
1: 


1: 2000 


ecm 
5000 


100 com 


1: 5000 


100 ecm 
125000 


100 cem 
1: 5000 


1: 5000 


100 cem 
1: 5000 


100 cem 
1: 7000 


100 cem 


100 com 
1: 10000 


10 ecm 
1: 10000 


100 ccm 
1: 1000€ 


100 cem 
1: 10 000 


100 ccm 


1: 10000 


1: 10000 


100 cem 
1: 10000 
com 
1: 120000 
100 ccom 
1: 20 000 
ecm 
1: 20000 
100 cem 
1: 30000 


100 cem 


1:59 000 
100 


100 cem 
100 000 


100 cem 
VOU 


1: 100000 


25 KoCrOg 
5 cem 
ccm HLSO, 


» 


gelb. Niederschl, 

miakhiger, gelber 
Niederschlag 
starker, gelber 


10 KCrO, Niederschlag 
5 cem | mibiger, gelber | 
2.5 Niederschlag 
5 com starker, gelber 
Niederschlag 
i com verdiinnt 
» 2 negatly 
3 com H,SO, verdiinnt, 
eC) 2 do. 


KCrO, 


cem HySO, verdiinnt 


2.5 
5 cem H SO, 
2,5 


5 ccm 
10 com 
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eak tion 


at 
Ausfal] Ausfall 
IV. 


im 2. Destillat 


im 3. Destillat 
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des 
Riick- 
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Be- 


merkungen 
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t: Spiegel! 
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Spiegel 
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Die tibrigen Reaktionen erwiesen sich auch hier als sehp 
fein. Die Reaktion mit Nesslers Reavens sowohl wie die Jodo- 
formprobe ergaben noch bei com Alkoholgehalt im De- 
stillat schwache Niederschliige: auch Silberlésung bildete noch, 
einen Silberspiegel. Da das Ammoniak fast stets reduzierende 
Substanzen enthielt, so wurde die Probe nur als positiv betrach- 
tet, wenn eine Kontrollprobe entweder ganz negativ austfiel, 
oder erst bet erheblich hoherer Temperatur Bildung des Silber- 
splegels eimtral: doch wurde diese Vorsichtsmabregel bei einem 
Teil der Versuche nicht beachtet. 

Nach den eben angegebenen Methoden wurden nun Organe 
ihren Alkoholgehalt untersucht: 

1. Rinderieber, 100 2, einige Stunden nach Totune ces 
Tieres fein gehackt, mit 300 Aq. dest. abdestilliert. 2 Destil- 
late. zu und 100 cem; nach Nicloux titriert (5 bezw. 
10 com), schon nach Zusatz von einigen Tropfen 
Losung (4,79 2 im Liter: diese wurde auch in den iibrigen 
Versuchen verwendet) Gelbfiirbung. Rest der Destillate mit 
verseizt. 3 Destillate a 15 cem. Im 
1. Destillat: Aldehydharzbildung negativ: CHJ,: miibiger Nieder- 
schlag: Nessters Reagens: mitbiger gelber Niederschlag. Silber- 
lOsung wird etwas rascher wie Koutrollprobe reduziert: Spiegcl- 
bildung. Im 2.und3. Destillat: schwacherer Austall der Reaktionen. 

2. Kalbsleber, 100 2, am zweiten Tag nach der Schlachtung, 
feingehackt, 4- 200 Aq. dest. abdestilliert: 2 Destillate zu 30 und 
SO com, nach Nicloux (5 bezw. 10 ecm), keine Reduktion. 
Rest-!- TSO, WKLCrO, abdestilliert. 2 Destillatea 15 cem. Im 
1. Destillat: Aldehydharzbildung negativ; Nesslers miifiger 
geiber Niederschlag; CHJ,-bildung: mibiger Niederschlag; Silber- 
lOsung: in der Kiilte nichts, beim Erwiirmen Silberspiegel. lm 
2. Destillate: schwiichere Reaktionen. 

3. Kaninchenleber, 120 ¢,24 Stunden post mortem verarbeitet, 
ergibt in gleicher Weise behandelt gleichen Ausfall der Reaktionen. 

Rinderleber, 100 ¢g, 2 Tage post mortem verarbeitet. 
in vleicher Weise behandelt. Titration naeh Nicloux : negatiy. 
Die Aldehyvdreaktionen wie in 2. 

5. Rinderleber, 100 g, die gleiche wie in 4, aber 4 Tage 
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liegend, +- 300 Aq. dest. 2 Destillate zu 50 und 100° ccm, 
1. Destillat nach Nicloux titriert (5 cem) 0.6 ecm verbraucht. 
2. Destillat negativ, enthilt also ungefiihr 9,5 mg Alkohol. 
(Konzentr. = 1: 10000—11000). Der Rest der beiden Destillate 
+. H,SO,-—-K,CrO, destiliiert. 2 Destillate & 15 Im 
1. Destillat: Aldehydratharzbildung negativ; Nessler: starker 
eelber Niederschlag: CHJ,: ziemlich starker Niederschlag; Silber- 
losung: in der Wiilte nichts, bei leichtem Erwarmen Spiegel- 
bildung. Im 2. Destiilat schwichere Reaktionen. 

6. Muskelfleisch vom Rind, 200 ¢, 4 Tage nach der Totung 
leingehackt + 400 Aq. dest. 2 Destillate von 80 und 120 cem. 
1. Destillat nach Nicloux titriert (10 cem), 1,8 ccm 
Losung verbraucht. 2. Destilat: fiir 10 com 0,5 com Chromlosung 
verbraucht. Alkoholgehalt = 0,04c¢em (Konzentration == 1: 4500). 
Rest der Destillate +-H,SO,-'-K,CrO, destilliert. 2 Destillate. Im 
t. Destillat: Aldehydharzbildung vorhanden (schwacher Nieder- 
schlag); Nessler: dicker, bald grau werdender Niederschlag; CHJ, : 
starker Niederschlag: Silber: in der Kiille Britunung, bei geringem Kr- 
wirmen Silberspiegel. Im 2. Desiillat alle Reaktionen schwiicher. 

7. 200 ¢ desselben Fleisches, 7 Tage gelegen, -!-600 com 
Aq. dest. 2 Destillate zu 80 und 220,cem. Nach Nicloux 
litriert: vom 1. Destillat 10 cem, verbraucht 3,4 cem K,Cr,0,- 
Losung, vom 2. Destillat 10 cem, 0,5 cem K,Cr,0,-Losung.  Al- 
koholgehalt der Destillate 0,06 cem (Konzentration 1: 3300). Der 
Rest der Destillate mit H,SO, -+- K,CrO, destilliert, 4 Destillate zu 
lo ecm. Die Aldehydreaktionen sind wie in 6, vielleicht etwas 
stiirker, im 3. und 4. Destillate ist die NaOH-Reaktion negativ. 

&. Rinderleber, 125 g, 2 Tage alt, mit 300 Aq. zerhackt, 
{4 Stunden im Brutschrank, Geruch unangenehm, aber nicht 
direkt faulig. 2 Destillate zu 50 und 100 com. Von 5 ccm des 
ersten Destillates werden 4,2 cem K Cr O,-Losung reduziert, von 
10 cem des zweiten 0,4 com K,Cr,O,-Losung. Alkoholgehalt = 
0,072 (Konzentration 4: 1700). Rest der beiden Destillate 
+-H,S0,--K,CrO, destilliert. 3 Destillate & 15 cem. Alle Alde- 
hydreaktionen fallen stark positiv aus; im 1. Destillate am 
stiirksten, im 3. ist die NaOH-Reaktion negativ. 

9. Gleiche Menge Rinderleber wie 8, nach Zusatz von 1 g 
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Dextrose gleich behandelt. 1. Destillat reduziert (5 cem) 4,6 cem 
KCr,O,-Losung, 2. Destillat (10 ccm) 0,6 cem. Alkoholgehalt 
also = 0,081 com (Konzentration 1:1500). Die weitere Behandlung 
wie in &, gleicher Ausfall der Aldehydreaktionen. 

10. Randerleber, 100,¢, mit 300 Aq. 2 Tage im Brutofen 
stehend, nach 2 Tagen stinkende Fiiulnis, destilliert. 2 Destil- 
late zu und 100 com. Titration nach Nicloux unmdglich, 
da nach Zusatz von H,SO, eine gelbrotliche Eigenfiirbung der 
Fliissigkeit) emtritt, die den Farbenumschlag nicht erkennen 
lift. Reste der Destillate + K,CrO,4-H,SO, destilliert: 5 Destil- 
late &@ 15 com. Im 1. sind alle Reaktionen sehr stark positiv, im 


. 


3. die NaQH-Reaktion negativ. 

11. Rinderleber, 100 ¢, 1g Dextrose, sonst wie 10 be- 
handelt. Titration aus gleichem Grunde unmdglich. Rest ebenfalls 
mit H,SO,—-K,CrO, destilliert; Ausfall der Reaktionen in den 3 
Destillaten wie in 10. 

Bei diesen nicht lebensfrischen Organen fand sich also stets 
Alkohol, in den Fiillen, in denen die Organe noch nicht lange ge- 
legen hatten (1—4), war er quantitativ nicht zu bestimmen: in 
den tibrigen Fiillen war auch seine Quantitiit bestimmbar, sie 
nahm mit der Dauer des Liegens der Organe vor der Verarbeitung 
bezw. mit der Intensitiit der Fiiulnis zu. Ob der Zusatz von 
Dextrose seine Menge yermehrte, libt sich nicht mit Sicherheit 
sagen, denn im Versuch 9 ist die Vermehrung gegen Versuch 8 
nur unerheblich; im Verkuche 10 und 11 aber war die Ausfiihrung 
der ‘Titration unmiglich Diese Versuche zeigen mithin, dab in 
lierischen Organen unter bakterieller Eimwirkung Alkohol ent- 
steht. Wenn auch in einem Falle (1) nahezu lebensfrisches Ma- 
terial verwendet wurde, so war es doch fraglich, ob sich der 
Alkohol auch normalerweise in lebensfrischen Organen fiinde. 
Um dies festzustellen, wurden Leber und Muskelfleisch von Ka- 
ninchen sofort nach der T6tung verarbeitet. 

12. Muskelfleisch, 150 g, feingehackt mit 00 Aq. destilliert, 
2 Destillate zu 60 und 100 com. Titriert nach Nicloux, schon 
nach 2—5 Tropfen Zusatz Gelbfiirbung. Die beiden Destillate 
+-H,SO,+h,CrO, destilliert: 3 Destillate & 15 cem. Im 1. De- 
stillat: Aldehydharzbildung negativ. Nessler: mibiger gelber 
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Niederschlag: CHJ,: miBiger Niederschlag, Silber: in der Kiilte & 
nichts, beim Erhitzen Silberspiegel. Im 2. und 5. Destillate 
dieselben Reaktionen, aber schwiicher. 
15. Muskelfleisch, 420 ¢, mit 600 Aq. destilliert. —In den 


beiden Destillaten zu 100 und 200 cem tritt bei Titrat nach 
Nicloux schon bet cinigen Tropfen Zusatz Gelbfirbung auf. Rest < 
mit H,SO,+h,CrO, destilliert. 3 Destillate 15 com geben die 


eleichen Reaktionen wie in 12. nur etwas intensiver. 

14. Muskelfleisch 320 g, 4-600 Aq. destilliert. 2 Destillate 
| zu LOO und 200 com. 10 cem des ft. Destillates nach Nicloux 
titriert, 1,7 cem WK,Cr,O,-Lésung verbraucht, im zweiten schon 4 
nach emigen Tropfen Gelbfiirbung. Alkoholgehalt 0,027 com 

(Konzentration= 1 : 11 000—12 000). Rest der beiden Destillate 
mit destilliert. 4 Destillate & 15 com. Im ersten 
Destilat beim Erhitzen mit NaOH Aldehydharzbildung mit geringem . 
Niederschlag. CHJ,: starker Niederschlag: Nestler: starker, bald 
| erauwerdender Niedersechlag: Silber: beim ErwiirmensSilberspiegel. 
Im 2. bis 4. Destillat Aldehydharzbildung negativ: die fibrigen j 
Proben positiv. 
15. Muskelfleisch, 460 ¢, eines Kaninchens, das am Vor- und : 
Nachmittag des der Totung vorangchenden Tages je 15 ¢ Dextrose ; 
mit Schlundsonde zugefiihrt erhalten hat, auberdem 380 ¢ Dextrose 
zur Nahrung zugemischt erhielt, mit 600 Aq. destilliert. 2 Destillate 2 
von £00 und 200 com. Im 1. Destillat fiir 10 cem bei der Titration 
0.8 com verbraucht, im 2. nach einigen Tropfen 
schon Gelbfiirbung. Alkoholgehalt O,O18 com (Konzentration 
1233000). Weitere Behandlung wie sonst. Austall der Reaktionen 
wie in 15. 

16. Leber, 105 g, 4-200 Aq. destilliert. 2 Destillate zu 30 : 

und 70 eccem. Titration bei beiden schon nach Zusatz weniger 
Tropfen K,Cr,O,-Losung Gelbfairbung. Nach Destillation mut 
fallen Reaktionen aus wie bei 12. 
17. Leber, 96 von Kaninchen mit Dextroseftitterung 
~~200 Aq. dest. (s. 15) destilliert. 2 Destillate zu 30 und 70 cem. 
Titration der beiden Destillate nach Nicloux nach wenigen . 
Troplen Zusatz Gelbfirbung. Weitere Behandlung und Ausfall 
cer Reaktionen wie bei 12. : 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XLI 
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18. Leber, 100 von Kaninchen, das (unter Wassepr- 
zufuhr) 7 Tage vor der Totung gehungert hat, ~- 200° Ag. 
destilliert. 2 Destillate zu 30 und 70 com. Weitere Behandluny 
und Ausfall der Reaktionen wie in 17, 

Auch in diesen ganz lebensfrischen Organen also lief sich 
der Alkohol qualitativ. stets nachweisen: in Versuelhen 
(14 und £5) auch quantitativ. Im Versuch 14 betrug die Kon- 
zentration des Alkohols in dem Gewebe 1: 11000—12000. im 
Versuche 15 1: 33000. In diesem letzten Versuche hatte das 
Kaninchen vor der Tétung Dextrosemengen 
erhalten, im Versuch 14 hatte es gewOhnliche Kohlfitterune, 
In den tibrigen Fiillen lie® sich die Konzentration des Alkohols 
nach der Intensitit) der Reaktionen anniherungsweise auf 
1: 50000-70000 schiitzen, auch im Versuche 18 (Organ you 
Hungerkaninchen). Da auch im Versuch 17 mit 
Dextrosefittterung) die Intensitét der Reaktionen durchaus nich! 
stiirker war als in den tbrigen Fillen, so erscheint es nicht selir 
Wahrscheinlich, die Ernihrunesweise einen bestimmenden 
Hintluis auf die Wonzentration des Alkohols bezw. seine Menge 
wustibt. 

Da der Alkohol stets als Aldehvd nachgewiesen wurde 
so liebe sich der Kinwand erheben, dab in den Organen nicl! 
Aikohol, sondern Aldehyd vorhanden sei. Einmal aber wiirde 
der priiformierte Aldehyd durch Chromsiiure fast sicher weiter 
oxydiert werden und somit dem Nachweis entgehen; dann aber 
laibt es sich auch auf andere Weise zeigen, dab es sich nicht 
um priiformierten Aldehyd handeln kann. Es wurden niimlicl: 
von zwei Tage liegender Hundeleber, von lebensfrischem 
ninchenmuskelfleisch und ebensolcher Kaninchenleber dure: 
Destillation mit Wasser Destillate gewonnen, die dann folgender- 
maben behandelt wurden. Jedes Destillat wurde in zwei Hiilften 
geteill, die eine Halfte unter Zusatz von H,SO, + K,CrO,, die 
andere nur nach schwachem Ansiiuren mit HC! destilliert, von 
beiden Portionen gleiche Mengen Destillate (8 Destillate & 15 ecm) 
aufvefangen und die Intensitiit der Aldehydreaktionen in den 
entsprechenden Destillaten verglichen. Dabei zeigte es sich, dab 
in der mit Chromsiiure behandelten Portion im ersten Destillat 
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aziemlich starke Aldehydreaktionen auftraten, die schwiicher auch 
noch in den beiden anderen Destillaten erhalten wurden, wiihrend 
in der nur schwach angesiiuerten Portion im ersten Destillat 
nur die CHJ,-Probe und die Reaktion mit Nesslers Reagens 
eanz schwach positiv. austiel, in den anderen Destillaten alle 
Reaktionen negativ verliefen. Wenn es daher auch nicht aus- 
geschlossen erscheint, daB ganz geringe Spuren Aldehyd priifor- 
miert vorhanden sind, so ist doch mit Sicherheit zu sehlieBben, 
dali die Hauptmenge des gewonnenen Aldehyds erst durch die 
Oxydation mittels Chromsaure entstanden ist, und als Kérper, 
aus dem der Aldehyd entstanden sein kann, kommt nach un- 
seren bisherigen Kenntnissen wohl nur der Alkohol in Betracht. 

Von Interesse war auch die Frage, ob sich etwa bei der 
Autolyse der Organe Alkohol bilde. Will doch in letzter Zeit 
Stoklasa'®) und seine Schiller unter Einwirkung des 
elykolytischen Fermentes der Gewebe bei Abschlub von Sauer- 
stoff das Auftreten groBber Meneen Alkoho!s beobaehtet haben. 
Diese Beobachtungen sind aber von verschiedenen Seiten be- 
stritten worden. So hat Binmenthal?®) bei der Glykoiyse mit 
Sicherheit das Auftreten von Alkohol nicht feststellen koénnen, 
ebensowenig Arnheim und Rosenbaum:!*) Umber?!s) be- 
zweitelt sogar tiberhaupt die Wirksamkeit eines glykolytischen 
Kermentes und meint, dai die Produkte, die andere Autoren 
der Glykolyse zuschreiben, nichts weiter als bakterielle Zer- 
setzungsprodukte sind. 

Da die aseptische Autolyse infolge der Schwierigkeit ihrer 
Durchfithrung wenig aussichtsreich erschien, so wurde in den 
folgenden Versuchen die antiseptische Autolyse unter Zusatz 
von Toluol (2—5°/o) gewahlt.!) In allen Fillen wurden lebens- 
frische Organe von Kaninchen verwendet. 

19. Muskelfleisch von Kaninchen (vom gleichen Tier wie 
in Versuch 12), 150 800 Aq. 10 ¢ Toluol, unter hiiuligem 
Umschiitteln 6 Tage im Brutschrank stehend: darauf ohne Zusatz 
destilliert. 2 Destillate zu 50 und t00 com. Titration nach 
Nicloux, in beiden Destillaten schon nach einigen Tropfen 
a) Von der Anwendung von Chloroform wurde abgesehen, da 
hierdurch Komplikationen fiir den Nachweis entstehen, 
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K,Cr,0,-Zusatz Gelbfirbung. Rest der Destillate —- K,CrO, — 
H SO, destilliert. 35 Destillate 15 ccm. Im ersten Destillat: 
NaOH-Reaktion negativ: Nessler: mébiger, gelber Niederschlag: 
mibiger Niederschlag: Silber: bei mabigem Erwiirmen 
Silberspiegel. 2 GelatinerGhrchen geimpft, nach 2 Tagen steril 
und solange die Beobachtung fortgesetzt wurde (ca. 14 Tage). 

20. Muskelfleisch, 350 g, 4- 500 Aq. -- 10 ¢ Toluol, 4 Tage 
im Brutschrank, Kulturen nach 2 Tagen steril. Behandlung und 
Reaktionen wie in 19, 

21. Muskelfleisch, von Hungerkaninchen (s. 18), 210 ¢ - 
Aq. 10 cem Toluol, 4 Tage stehend, destilliert; 2 Destillate 
und 100 cem. Im 1. Destillat 5 verbraucht 
1.6 com im 2. Destillat zu 10 cem cem. 
Alkoholgehalt 42 mg (Konzentration 1: 5000). Rest des Destillats 
-! H,SO, +- K,CrO, destilliert. 3 Destillate & 15 ecm. Im ersten 
Destillat: NaOH-Reaktion: schwach gelber Niederschlag: Nesslers 
Reagens: dieker, bald grauwerdender Niederschlag: CHJ,: sehr 
starker Niederschlag: Silber: kalt Briunung, bei geringem Er- 
wiirmen Spiegelbildung. In den andern Destillaten schwiichere 
Reaktionen, im 3. die NaOH-Reaktion negativ.  Impfung von 
Gelatineplatten leider versiiumt, 

22. Kaninchenleber, 150 g 800 Aq. -+- 10 cem Toluol 
Tage im Brutschrank: gleiche Behandlung gleiche Re- 
aktionen wie in Gelatinerdhrchen. steril. 

23. WKaninchenteber, 100g, 300 Aq. —- 10 cem Toluol, 
3 Tage im Brutschrank. Behandlung und Reaktionen wie in 1%. 
steril. 

24. Kaninchenleber, 105 g, -- 300 Aq. -}- LO cem Toluol. 
3 ‘Tage im Brutschrank stehend. Behandlung und Reaktionen 
wie in 19. steril. 

25. Kaninchenleber, £45 ¢, 300 Aq. -- 10 cem Toluo! 
1 @ Dextrose, 3 Tage im Brutschrank stehend, sonst be- 
handlung und Reaktionen wie in 19. GelatinerGhrchen. steril. 

Ks ergab sich also bei den autolytischen Versuchen, dat 
in allen den Fiillen, in denen durch Sterilbleiben der Gelatine- 
rohrchen bakterielle Zersetzung ausgeschlossen werden konnte. 
irgendwelche merkbare Zunalime des Alkoholgehaltes nicht ein- 
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trat, auch nicht nach Zusatz von Dextrose (Versuch 25). Dab 
das Toluol, welches ja Alkohol auch sehr leicht lést, keine 
wesentlichen Mengen Alkohols in sich aufnimmt und somit keine 
erheblichen Fehlerquellen bei den Versuchen bietet, wurde in 
mehreren Versuchen festgestellt. Es wurde in vier Fiillen das 
Toluol (ea. 10 com) vom Destillat im Scheidetrichter abgetrennt 
und dann fiinfmal hintereinander mit je LO cem destillierten 
Wassers geschiittelt, das Wasser abgetrennt und mit H,SO, 
+- K,CrO, destilliert. Im ersten Destillat (zu 10 com) waren 
in drei Fiillen Andeutungen von Aldehydreaktionen, im vierten 
Falle auch diese nicht einmal vorhanden; im zweiten Destillat 
(zu 10 cem) waren die Reaktionen durchweg negativ. Auch 
die Titration einer Alkoholl6sung von 1: 5000 lief nur ganz 
veringe Unterschiede vor und nach dem Schiitteln mit Toluol 
erkennen. Das Ausschiitteln dieses ‘Toluols mit Wasser und 
nachfolgende Destillation mit H,SO, +- K,CrO, ergab ebenfalls 
Andeutungen der Aldehydreaktionen. Es wird daher also héchstens 
ein sehr klemer Bruchteil des Alkohols vom Toluol aufgenommen, 
und die Konservierung der autolytischen Fliissigkeiten mit Toluol 
bedingt somit sicher keinen wesentlichen Fehler. In dem einzigen 
Falle (Versuch 21), in dem ein starker Alkoholgehalt sich fand, 
war leider gerade die Impfung von GelatinerGhrchen verabsiiumt 
worden. Nach den iibereinstimmenden Befunden der iibrigen 
Untersuchungen mub daher hier wohl eine Alkoholbildung unter 
bakterieller Zersetzung angenommen werden. 

Somit kann man als Resultat der vorliegenden Untersuchung 
wohl feststellen, dafi sich Alkohol in geringen Mengen priiformiert 
in den Geweben findet, und dab bei der Autolyse seine Menge nicht 
merklich zunimmt, wohl aber bei der bakteriellen Zersetzung. 
Bie Frage nach der Abstammung des Alkohols in den Geweben 
sich nicht bestimmt beantworten. Da Arnheim und 
Rosenbaum in ihren Versuchen, bei denen sie verschiedene 
Gewebe mit Zuckerlésung digerierten, wohl eine Zerstorung des 
Zuckers feststellen kounten, eine Alkoholbildung aber nur in 
denjenigen Versuchen, in denen es nicht gelungen war, Bakterien- 
wirkung auszuschlieben, so kommt zur Erklarung des spuren- 
weisen Alkoholgehaltes in den Geweben die Entstehung an Ort 
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und Stelle wohl kaum in Betracht. Das Wahrscheinlichste ist. 
dab der Alkohol von der Zersetzung der Kohlehydrate im Magen- 
darmkanal durch Hefepilze oder Bakterien abstammt. bei der 
Fiiulnis auberhalb des Korpers kommen als Quelle fiir ihn woh! 
auch die Kohlehydrate am jehesten in Betracht. 

Herrn Geheimrat Salkowski sage ich zum Schluf fiir 
die Anregung zu dieser Arbeit und seine giitige Unterstiitzung 
bet ihrer Austiithrung meinen ergebensten Dank. 
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Untersuchung der Eier von Acanthias vulgaris, Risso. 


. Von 


Dr. Emil Zdarek. 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir angewandte medizinische Chemie in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, April 1904.) 


Das zu dieser Untersuchung verwendete Material, meist 
Uteruseier, stammte aus der Adria. Die Eier wurden an Ort 
und Stelle aus den Eihiillen ausgequetscht, zur Konservierung 
mit Alkohol versetzt, dann sofort versandt, sodaB sie schon 
am niichsten Tage ins Laboratorium gelangten. So behandelt 
bildeten sie eine dickliche, schmierige, weibe Masse mit einem 
Stich ins Gelbgraue und rochen, wenn man sie an der Luft 
stehen lieB, intensiv nach Ammoniak: feuchtes rotes Lakmus- 
papier dariiber gehalten, wurde in kurzer Zeit: blau. Unge- 
fiihr die Hiilfte der Masse bestand aus Fett: eine Probe des- 
selben, im Silbertiegel unter Zusatz von reinem Atznatron und 
etwas Salpeter verascht, gab nach dem Losen der Schmelze 
im Wasser schwache Phosphorsiiurereaktion, 

Die allgemeine Untersuchung ergab fiir 100. g: 


Trockenriickstand (bei 110° getrocknet' 47,32 ¢ 

Asche wasserléslich (fiir 100 ¢ Trockenriickstand) 2,071 » 

davon K,O 0,332 » = 16,05° » 
Na,O 0,248 » == 11,99°/o 
P,0, 1.436 > = 69,35 
entsprechend dem iiberschiissigen P,O; 0,047 » == 2,25°)o 

Asche aus den Analysen berechnet 2,063 » = 99,66 °/o 


2 wasserunloslich (fiir LOO ¢ Trockenriickstand) 0,446 » 

Die wasserunlosliche Asche bestand aus Phosphorsiure, 
Calcium und Magnesium; sowohl! diese als die wasserlésliche 
Asche war beim Erhitzen glasartig zusammengeschmolzen. 
Zur quantitativen Bestimmung von Chlor und Schwefel wurde 
eine neue Probe mit reinem Atznatron und etwas Salpeter 
unter den notigen VorsichtsmaBbregeln verascht. In dieser Probe 
wurden fiir LOO ¢ Trockenriickstand gefunden: 
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Cl 0.679 

SO, 0.590 » entsprechend 

0,256 

Um die Eiweiik6rper zu isolieren, wurde die Masse zu- 
niichst mit Ather erschdpft, wobei sie aufquoll: nach dem Ab- 
dunsten des anhaftenden Athers war der trockene Riickstand 
leicht zerreiblich, er wurde durch ein Sieb geprebt. Ein Teil 
wurde noch mit Alkohol in der Kiéilte ausgezogen, der alko- 
holische Auszug wurde eingedampft, der Riickstand neuerdings 
mit warmem Alkohol aufgenommen und nach dem Filtrieren 
im Eiskasten stehen gelassen. Es fiel cine geringe Menge eines 
feinen, weiben Pulvers heraus, das sehr reich an Phosphor 
war, und auberdem bis zu 2 mm lange Wristallnadeln, die in 
Chloroform unléslich, in Wasser l6slich und fret von Phosphor 
waren. Die Menge dieser Substanzen war jedoch viel zu gering, 
um sie niiher charakterisieren zu konnen. Die Hauptmenge des 
entfetteten Untersuchungsmateriales wurde mit Wasser, dem bei 
den spiiteren Portionen ein wenig WKochsalzlosung hinzugetiigt 
wurde, solange ausgezogen, als noch etwas in Losung ging, 
es wurde koliert und abgeprebt, die Fliissigkeit filtriert, das etwas 
opalisierende gelblich gefirbte Filtrat wurde mil Essigsiéiure im 
geringen Uberschub gefiillt.. Die Fiillung am niichsten Tage filtriert 
und mit Wasser, dem ein paar Tropfen verdiinnte Essigsiiure 
hinzugefiigt wurden, dann mit Alkohol und Ather gewaschen; 
sie erwies sich nach dem Veraschen und Schmelzen mit Salpeter 
als phosphorsaurehaltig. Die Ausbeute war jedoch sehr gering, 
sie betrug nicht einmal ein halbes Prozent des angewendeten 
Materials: sie reichte nicht aus, um weitergehende Untersuchungen 
damit zu machen. Die angestellten Versuche lehrten, dab es sich 
hier nicht um Kossels Protamine handle. 
Die Elementaranalyse ergab fiir die bei 110° getrocknete 

Substanz in Prozenten: | 


I] Mitte] 
C 49 22 £957 
H 714 7,10 7,12 
N 14.26 14,45 14,37 
0.57 0.57 
42 1 42 
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Es wurde der Kohlenstoffgehalt von der 2. Analyse. fiir 
das Mittel genommen, da bei der 1. Analyse trotz heftigen Gliithens 
im Sauerstoffstrom der Riickstand im Verbrennungsschiffehen 
noch etwas Kohle enthielt. 

Kine Probe dieses Niederschlages mit 2° oiger Schwefel- 
siure, einige Stunden im Wasserbade erwiirmt, neutralisiert 
und mit Fehlingscher Loésung gepriift, gab eine minimale 
Spur Kupferoxydul, mit Ammoniak neutralisiert nur eine héchst 
unbedeutende Fiillung mit ammoniakalischer Silberl6sung. 

Im Filtrat vom Essigsiiureniederschlag wurde in die eine 
Probe Magnesiumsulfat bis zur Siittigung eingetragen, von dem 
Niederschlage abfiltriert, mit gesattigter Magnesiumsulfatl6sung 
ausgewaschen, ins Filtrat Ammoniumsulfat bis zur Siittigung 
eingetragen, von dem nicht bedeutenden Niederschlag abfiltriert, 
wieder gewaschen und in diesem Filtrat dann noch nach Devoto 
auf Peptone gepriift; es ergab sich eine geringe Menge Nieder- 
schlages, der fiir Albumosen zu nehmen wiire, der einen ganz 
eigentiimlichen, an Selierling erinnernden Geruch besab. Das 
Filtrat gab noch die Biuretreaktion. samtlichen Féilungen 
sowie auch im letzten Filtrat wurde nach dem Veraschen und 
Schmelzen mit Salpeter Phosphorsiiure nachgewiesen. Eine 
weitere Probe des Filtrates vom Essigsiiureniederschlag wurde 
eingedampft, mit) Alkohol ausgezogen und auf Harnstoff mit 
negativem Erfolge gepriitt. Der alkoholische Auszug gab tibrigens 
noch die Biuretreaktion. Der Riiekstand, noch mit Wasser 
ausgezogen, enthielt keine Amidosiiuren, 

Die Hauptmenge des Filtrates wurde nun im Kohlensiiure- 
strom koaguliert, die Fallung machte so ziemlich den groBten 
Teil der in Losung gegangenen Eiweibkorper aus. Das Filtrat 
davon gab mit Ferrocyankalium nur eine leichte Opaleszenz, 
deutlich die Biuret, Millonsche- und Molisehsche Reaktion: 
mit Alkohol gab sie eine reiechliche Fallung. Das Filtrat wurde 
in zwet Hiilften geteilt, die eine Hiilfte mit der dreifachen 
Menge Alkohol versetzt, tiber Nacht stehen gelassen, filtriert, 
der Niederschlag mit Alkohol gut ausgewaschen: man_ erhielt 
so ein fast weibes Pulver, welches der Elementaranalyse 
unterzogen wurde. Diese ergab: 
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Mittel 
H 6.71% 6.68 
N 16,24°/o 16,33 °'o 16.29°/o 
1,03 %/o 1.03% 
P 2.74°/0 274% 
O | 29,21 


Die andere Hiilfte des Filtrates wurde unter vermindertem 
Druck bei ungefiihr 50° auf ein kleines Volumen eingedamptt, 
hrerauf mit Schwefelsiiture versetzt in der Menge, wie sie von 
Kossel und Kutsceher bei ihren ausltihrliichen Untersuchungen 
angewendet wurde, und damit zerkocht; ebenso die im Kohlen- 
siiurestrom koagulierten EiweibkOrper, sowie die, welche in 
Wasser, resp. sehr verdiinnter Kochsalzlésung unléslich geblieben 
waren (ca. 80°/o des Ausgangsmaterials). Da es mir hauptsiich- 
lich darum zu tun war, die Hexonbasen Kossels nachzuweisen, 
so wurde der Gang der Untersuchung, wie er in « Beitrage zur 
Kenntnis der Kiweifkérper», von A. Kossel und F. Kutscher,!) 
gefiihrt wird, eingehalten. Die Untersuchung wurde ziemlich 
quantitativ ausgefiihrt, doch wurde von den vielen Stickstofi- 
bestimmungen Abstand genommen: wo sie angefiihrt sind, sind 
es Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. 

In der 1. Portion (Spaltung der durch Koagulation ge- 
wonnenen Eiweibkérper) wurden (aus der Menge des Gesamt- 
stickstoffes berechnet) N == 1,080 8, ca. 6,5 Eiweib verarbeitet. 
Die Menge des Ammoniakstic stoffs be trug N=0,1735 g = 16,47°| 
des Gesamtstickstoffs. Nach Kntfernung des Atzbaryts, vor 
gemeinsamen Fiillung des Histidins und Arginins blieben 0,753 ¢ 
N=71.49°9/o des urspriinglichen. Histidin wurde nicht gefunden. 
Als Argininnitrat wurden schlieblich ungefahr O,f g gewogen, 
eine niithere Charakterisierung wurde nicht vorgenommen. 
Lysinpikrat wurde 0,1785 g¢ gewogen, eine Ziffer, die nach 
Anbringung der entsprechenden WKorrektur sich auf ungefiihr 
erhdhen wiirde: es war in schénen Nadeln kristallisiert, 
schlieBlich wurde aus demselben noch das freie Lysin dargestellt. 

Die 2. Portion (Peptone) gab nach Entfernung der Schwefel- 
siiure und des Baryts 0,631 g Gesamtstickstolf. Histidin wurde 


piese Zeitschrift, Bd. XXXIL S. 160d. 
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auch hier nicht gefunden. Argininnitrat wurde gewogen: das 
Gewicht betrug O,1487 g: aus dem Drehungsvermégen  wiirde 
sich die Menge zu 0,124 ¢ berechnen. Die Menge des sauren 
Argininnitrats entsprach der Menge des zuerst gewogenen Ar- 
gininnitrats. 

Die Menge des Lysinpikrats betrug (mit Korrektur) ca. 0.2 ¢. 

Bei der 5. Portion (wasserunlosliche Eiweibkorper) wurde 
eine grObere Menge zerkocht: nach Entfernung des grobten Teiles 
der Schwefelsiiure betrug der Gesamtstickstoff 10,539 ¢—96 © 
Kiweib. Die Menge des Ammoniaks betrug 2,249 g—= 1,850 
Stickstoff—== 17,55°5 des Gesamtstickstoffs. 

versuchten Nachweis des Histidins  kristallisierten 
aus der salzsauren LOsung farblose, zarte Nadeln heraus, die 
nach dem ‘Trocknen schwach gelblich gefairbt waren und [ast 
vollstiindig bis auf eine Spur rotgelbe Asche verbrannten. Auf- 
fallend war, entsprechend dem = Silberniederschlag eine 
bedeutend gréfere Menge hiitte gewonnen werden miissen. 
Die Substanz war jedoch auferordentlich empfindlich gegen 
alkalische resp. ammoniakalische Silberl6dsung, sodaB der 
Teil derselben unter Reduzierung der Silberl6sung bei der Dar- 
stellung verloren ging. Was vorgelegen war, lieB sich bei der 
geringen Menge (gewogen wurden O,0094 @) nicht niither er- 


~ 


mitteln. 

Argininnitrat wurde gewogen 1,61 ¢ (ohne Korrektur): 
das Drehungsvermogen entsprach der gewogenen Menge. 0,2 2 
Substanz lieferten genau mg Asche. Eine Stickstoffbestimmung 
nach Dumas ergab fiir das saure Nitrat 29,66°/o N. (Die Forme! 
verlangt 50,04°/o.) Bemerken will ich noch, dai sich im Arginin- 
nitrat die Menge der Salpetersiiure sehr gut durch Titrieren mil 
Indigo bestimmen bet groberen Mengen Substanz man 
allerdings darauf achten, die Schwefelsiiure nicht ver- 
diinnt wird, es ist notwendig, entsprechend der Verdiinnung durch 
die Indigol6sung konzentrierte Schwefelsiiure zuzugeben. Lysin- 
pikrat wurde nach nochmaligem Umfiillen mit Phosphorwolfram- 
siiure schlieblich ganz rein 0.5724 g gewogen (ohne Korrektur). 
Bei der Darstellung war etwas verloren gegangen. 

Beim Zerkochen der Eiweibk6rper blieb regelmébig ein 
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mit etwas Fett gemengter Riickstand: dieser wurde abtiltriert. 
Das mit Alkohol ausgezogene Fett wurde mit alkoholischer 
Lauge verseift, der Alkohol abgedunstet und die SeifenlOsung 
mit Ather ausgeschiittelt. Der Atherriickstand gab die Lieber- 
mannsche Cholestolreaktion und erwies sich mit kohlensaurem 
Natron verascht und mitSalpetergeschmolzen phosphorsiiurehaltig. 

Der in Alkohol unloshiche Teil bildete lichtbraunes 
Pulver: es wurde bei 110° getrocknet und gab bei der Ele- 
mentaranalyse folgende Werte in Prozenten: 


Mittel 
03,74 DSRS 
6.67 G89 6.738 
N 11.97 12.14 12.06 
2.66 2.66 
O15 O15 
24.47 


Die Hauptmenge der Zersetzungsprodukte bestand aus 
Leucin: eine Stickstoffbestimmung nach Dumas ergab 10,71°/o, 
berechnet 10,70°/o), auBerdem wurde noch Glykokoll nach- 
gewiesen. Auf die Auffindung noch anderer Zersetzungsprodukte 
konnte ich wegen Mangels an Material nicht mehr eingehen. 

Ks war also moglich, in diesem Falle von den Hexon- 
basen Arginin und Lysin, wenn auch in geringer Menge (ca. 
1%o). so doeh sicher nachzuweisen und zu charakterisieren; 
im iibrigen ist der relativ hohe Phosphorgehalt dieser Kier 
bemerkenswert, der so grof ist, dab die Asche einen Uber- 
schuf freier Metaphosphorsiiure enthiélt, woraus sich auch das 
Kehlen von Chlor und Schwefelsiiure in der Asche erkliirt. 
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Die «Kohlehydratgruppe» des Serumglobulins, des Serumalbumins 
und des Eieralbumins. 
Von 
Emil Abderhalden, Peter Bergell und Theodor Doérpinghaus. 


(Aus dem [. chemischen Institut der Universitat Berlin. 
(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1904.) 


Seitdem in einigen den genuinen Eiweibkorpern nahe- 
stehenden Korpern, den Mucinen und Mucoiden, eine Verbindung 
— Glukosamin — nachgewiesen worden ist, welche eine Mittel- 
stellung zwischen den WKohlehydraten und den Aminosiiuren 
eimnimmel, lag der Versuch nahe, auch die eigentlichen Eiweil- 
korper auf das Vorhandensein einer Kohlehydratgruppe zu unter- 
suchen, und falls sich eine solche nachweisen lief, deren Bin- 
dungsart im EiweiBbmolekiil festzustellen. Es sind denn auch 
in den letzten Jahren eimgehende Untersuchungen in dieser 
Richtung vorgenommen worden, deren Resultate zu weiltragenden 
Schitissen speztell tiber die Zuckerbildung aus EiweiB Veran- 
lassung gaben. So gibt Langstein an,!) im Serumalbumin neben 
Glukosamin eine noch nicht aufgekliirte Kohlehydratsaure, im 
Serumglobulin Glukose, ferner Fruktose und eine Aminohexose, 
die mit Glukosamin nicht identisch war, gefunden zu haben. 
Lingstein bestiitigte ferner den Befund von Glukosamin im 
Kieralbumin, weist aber daraut hin, dab die von ihm isolierte 
Verbindung, nach der Kristallform zu schlieBen, nicht das ge- 
wOhnliche Glukosamin wiire. 


') Langstein, Die Kohlehydrate des kristallisierten Serumalbu- 
mins. Beitriige zur chem. Physiologie und Pathol., Jg. 1, S. 209. 

— Die Kohlehydrate des Serumglobulins (I. Mitteilung). Sitzungs- 
berichte der Kaiserl. Akademic der Wissenschaften in Wien. Mathem.- 
naturw. Klasse; Bd. Abt. Mai 1908. 

— Die Kohlehydratgruppe des kristallisierten Ovalbumins. Diese 
Zeitschrift, Bd. AXXE S. 49, 1900/01. 
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Da ein Teil der in der Literatur niedergelegten Schliisse 
durch die mitgeteilten experimentellen Befunde nicht geniigend 
gestiitzt wird, und es andererseits von hohem Werte war, 
in einwand{reier Weise festzustellen, inwiefern und in welcher 
Weise Kohlehydrate am Aufbau des Eiweibmolekiils beteiligt 
waren, haben wir mit Beriicksichtigung der Reinheit des Aus- 
gangsmateriales die erwihnten drei EiweibkOrper auf ihren 
Kohlehydratgehalt resp. auf deren Beimengung untersucht. 


Serumglobulin. 

Zehn Portionen von je 50g Serumglobulin!) wurden mit 
je S°olger Bromwasserstoffsiiure 312 Stunden in Jebhaftem 
Sieden unter RiickfluBb erhalten. Nachdem nach dem Erkalten 
jede Portion fiir sich mit einer konzentrierten Losung von 
Phosphorwolframsiiure bis zu einem geringen Uberschuf ver- 
setzt worden war, wurde die Losung unter 40° im Vacuum 
eingedampft und von Zeit zu Zeit die Siiture mit Bleikarbonat ab- 
eestumplt. Der Rest des Broms wurde durch frisch geliilltes 
Silberoxyd und Silberkarbonat entfernt. Die wiihrend dieser 
Operation ber den verschiedenen Wonzentrationen ausgetiihrten 
Titrationen zeigten bereits, dab weniger als 1°o der ange- 
wandten Globulinmenge an reduzierenden Substanzen vorhanden 
war. Nachdem bis zu einem Gehalt von ca. Zucker 
(Reduktionswert) eingeengt worden war, wurde mit Bleizucker 
eelillt, und aus dem Filtrat der Zucker mit) dem durch vor- 
sichtigen Zusatz von Ammoniak entstehenden Bleiniederschlag 
abgeschieden. Die Kontrolle der Fillungsfraktionen ergab, dal 
nur geringe Verluste entstanden waren. Nach erfolgter Aus- 
fallung des Bleies mit Schwefeiwasserstoff und Verjagung des 
letzteren hinterblieb cine farblose, wasserklare Losung. 

Dieselbe zeigte eine deutliche positive Girungsprobe, 
drehte sechwach rechts (entsprechend 0,26 g Glukose: Wert 
jedenfalls etwas zu niedrig infolge eventueller Anwesenheit) von 
Aminosiuren). Die gesamte LOsung wurde zur Darstellung 
des Osazons verwendet. Das Osazon kristaliisierte vollstiindig 

‘) Das Priiparat verdanken wir der Liberalitét der Direktoren der 
Farbwerke zu Hochst. 
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932° Emil Abderhalden, Peter Bergell u. Theodor Dorpinghaus, 
in den bekannten zu Garben vereinigten Nadeln. Von den- 
selben erschien ein Teil in heiBem Wasser leichter l6slich. 
An in heibem Wasser schwerléslichen Osazon wurden 
O45. ¢ erhalten. Schmelzpunkt 199-——201° (korr. 204°). Die 


Analyse ergab: : 
O1938 g Substanz gaben 0.4522 g CO, und 0.1087 g N,O. 
Berechnet Gefunden 
60,33%0; H 6,14°/o 60,82°; H 618%. 


Nach dem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkoho! 
wurden foleende Zahlen erhalten: 

0.1559 ¢ Substanz gaben 03474 ¢ CO, und 0,0873 ¢ H,O 

= 60,77°/o C und 6,22°/o H. 

Mit reinem Glukosazon vermengt, sechmolz die Substanz 
wiederum genau belt 205—204° (korr.). 

Die Menge des in heibem Wasser zunichst  lostichen 
Qsazons betrug O40 (Die Gesamtmenge des vollig aus- 
kristallisierten Osazons aus 500 ¢ Serumglobulin betrug daher 
O85 Der Sehmelzpunkt war 186—188° (189,5—191.5 
korr.). Nach einmaligem Umkristallisieren aus sehr verdiinntem 
Alkohol stieg der Sehmelzpunkt auf 199° (korr. 205°). Die 


Substanzmenge betrug noch 0,5: 
Die Analyse ergab: 
0.1772 ¢ Substanz gaben 0.3952 CO, und 0,0985 ¢ H,O 
60,8270 Cound 6,19°/o H. 

Die Untersuchung zeigt, dab sich aus dem Serumelobulin 
eine sehr geringe Menge eimes Kohlehydrates erhalten [abt, 
dessen Osazon Glukosazon ist. Die Hauptmenge dieses Kolile- 
hydrates ist jedenfalls Glukose, ob Spuren von Glukosamin zu- 
gleich) vorhanden sind, konnen unsere Untersuchungen nicht 
entscheiden. Die Menge der Glukose betriigt ca. O,1° 0 des 
verwendeten Serumglobulins. Anhaltspunkte fiir die Anwesen- 
heit der weiteren von Herrn Langstein erwiithnten Verbin- 
dungen der Kohlehydratgruppe konnten wir keine finden. 

Nach der Pfliigerschen Methode der Glykogenbestimmung 
konnten wir zudem einen dextrinartigen Kérper gewinnen, bet 
dessen Hydrolyse durch Siture Glukose auftrat. 
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Nach diesen Befunden halten wir es nicht fiir erwiesen, 
dafi ein Kohlehydrat als primiires Spaltprodukt des Serum- 
elobulins vorliegt. Vielmehr sprechen unsere Resultate, und 
speziell auch die Beobachtung, dab der Kohlehydratgehalt des 
Serumglobulins je nach dem Priparat ein’ verschieden hoher 
ist, datiir, das Serumglobulin keine vorgebildete Kohle- 
hvdratgruppe enthiilt.  Natiirlich ist’ die Moglichkeit, dab das 
Serumglobulin ein Gemenge verschiedener Eiweiikorper  dar- 
stellt, unter denen einer die Kohlehydratgruppe tragt und in 
eeringer Menge vorhanden ist, zuzugeben. Ehe jedoch der- 
artige Produkte isoliert sind, kann man von einem Vorhanden- 
sein’ der Kohlehydratgruppe im Eiweib nicht in’ Sinne 
sprechen, wie z. B. von dem sicheren Nachweis der Oxyamino- 
siiuren (Serin, Oxypyrrolidinkarbonsiure), 


2. Serumalbumin. 

Griibler dargestelltes, kristallisiertes Serumalbumin 
ergab bei der ersten Kristallisation fast ausnahmslos positive 
teaktion nach Molisch. Der Ausfall der Reaktion ein 
sehr verschiedener. Durch wiederholtes Umkristallisieren leben 
sich Priiparate erhalten, welche bei vollstindiger Erhaltung der 
Kristallform keine Spur einer Molisch-Reaktion ergaben. Es 
konnte auch bei der Hydrolyse keine reduzierende Substanz 
erhalten werden. Dieser Befund zeigt, wie wenig Garantie die 
Kristallisierbarkeit bei den Eiweibk6rpern beztiglich deren Ein- 
heitlichkeit gibt. Jedenfalls spricht) der Umstand, dai es ge- 
lingt, «kohlehydratfreies» Serumalbumin darzustellen, nicht. fiir 
die Auffassung einer Kohlehydratgruppe im Molekil, sondern 
eher fiir eine Beimengung. 


3. Eieralbumin. 

100 ¢ Ovalbumin wurden nach erfolgter Quellung mit 
Kalilauge mit 21 3°/oiger Salzsiiture am Riickflubkiihler 5 Stunden 
im Sieden erhalten. Nach dem Abkiihlen wurde abfiltriert, 
das Filtrat nach Baumann benzoyliert, das reichlich ausge- 
schiedene Benzoylprodukt abgesaugt, mit verdiinntem Ammoniak 
und Wasser ausgewaschen und getrocknet. Das isolierte Produkt 
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stellte ein fast weiBbes Pulver dar. Es wurde in heifem Alko- 
hol gelost, nach 24stiindigem Stehen abfiltricrt, und das Filtvat 
mit viel Wasser verdiinnt. Der erst halbfeste, spater kérnige 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit heibem Wasser gewaschen 
und im Rohr mit konzentrierter Salzsiiure 2% Stunden auf LOO” 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde mit Wasser verdiinnt, von 
der Benzoesiiure abfiltriert, ausgeithert und im Vacuum ein- 
vedaumpft. Der zurtickbleibende Sirup kristallisierte zum 
ten Teil. Derselbe wurde mit) absolutem Alkohol gewaschei 
und umkristallisiert. 

Die erhaltenen WKristalle untersclieden sich nicht vou 
denen des gewoOhnlichen salzsauren Glukosamins. Die isolierte 
Menge war gering, ca. ¢g. 

Die Analyse ergab von der im Vacuum iiber Schwetel- 
siture getrockneten Substanz: 

0.1802 ¢ Substanz gaben 0.2140 ¢ CO, und 0.1052 ¢ N,O 

Berechnet: 33.3420 C und 0 H 
Gefunden: 32,39°o C und H. 

Der Rest wurde zur Darstellung eines Osazons verwendet. 
welches Kristallform, Loslichkeitsverhaltnisse und Schmelzpunk! 
des Glukosazons zelgte. 

Die Untersuchung zeigt, das aus Eieralbumin. erhiill- 
liche Wohlehydrat hochst wahrscheinlich als das gewodhniliche 
Gilukosamin und nicht als das von Herrn Langstein vermutete 
isomere Produkt anzusprechen ist. Die erhaltene Menge ist 
gering. Der Befund, dali verschiedene Priparate von Ovalbumin 
einen sehr verschiedenen Wohlehydratgehalt) resp. Reduktions- 
wert besitzen, macht es auch hier zweifelhaft, ob die Kohle- 
hydratgruppe dem Eieralbumin als solchem zukommt, oder nich 
vielmehr in irgend emer Form demseiben beigemengt Ist. 
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Uber die Bestimmung der Nucleinbasen im Safte von Beta vulgaris. 


Von 


Harry W. Bresler. 


(Der Redaktion zugegangen am 23, April 1904.) 


Unter den Eiweibverbindungen der pflanzlichen Zelle findet 
man sogenannte Diproteide, d. h. Substanzen, welche dureh 
Zusammentritt zweler Eiweibmolekiile mit einer prosthetischen 
Gruppe, Nucleine oder Paranucleine, entstehen. 

In diesen Diproteiden sind die beiden Eiweifmolekiile nicht 
gleich fest gebunden; durch die Wirkung des Magensaftes kann 
die eine Eiweibgruppe abgespalten werden unter bildung von 
Nucleinen, welche dann bei weiterer Hydrolyse durch verdiinnte 
Siuren in cin weiteres Molekiil Eiweii und Nucleinsiure zer- 
fallen konnen. 

Diese Nucleinsituren sind immer noch Verbindungen von 
sehr komplexer Struktur, welche durch die Einwirkung ver- 
diinnter Sauren ebenfalls zersetzt werden: unter den Spaltungs- 
produkten findet man unter anderem neben Kohlehydraten und 
Phosphorsiiure N-haltige Verbindungen, welche hinsichtlich ihres 
Baues nicht nur eine nahe Verwandtschaft unter einander selbst, 
sondern auch mit der Harnsiiure zeigen. 

Die KOrper wurden von WKossel und Kriiger unter dem 
Namen «Alloxurbasen» zusammengefabt; sie werden auch Nan- 
thin-, Purin- und Nucleinbasen genannt. 

Uber den Nachweis dieser Basen in Pilanzensiiften liegen 
nur vereinzelte Angaben vor; qualitativ werden dieselben von 
E. Schulze!) in den keimenden Samen der Wicke, Bohne, Lupine 
und des Kiirbis nachgewiesen: Salkowski?) und Kossel*) sowie 


1) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 438, 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XIU, S. 527. 
3) Archiv. Physiol., 1893, S. 157; Berichte, Bd. XXVIII, S. 2215. 
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Micko!) isolierten sie aus Hefe. E. von Lippmann?) wies 
in den Entzuckerungslaugen, dem Restprodukte der Riibenzucker- 
fabrikation, Nanthin, Hypoxanthin, Guanin, Adenin und Carnin 
nach, jedoch ist keine genaue Vorschrift tiber die angewandte 
Methode angegeben, 

Edmund C. Shorey®) isolierte Purinbasen aus dem Safte 
des Zuckerrohrs, indem er die mit Bleiessig gereinigte und yom 
Blei befreite alkalische Flissigkeit mit Fehlingscher Losung 
versetzte.4) Der ausgefallene Niederschlag wurde gut ausge- 
waschen, mit Salpetersiure zersetzt und aus der erhaltenen 
Losung mit ammoniakalischer Silberl6sung ein schmutzigbrauner 
Niederschlag gefiillt, der nach dem Auswaschen mit verdiinnter 
Salzsiiture zersetzt wurde. Das Filtrat vom Chlorsilber leferte 
beim Kindampfen Kristalle, welche durch den positiven Ausfall 
der Streekerschen Reaktion, ihr physikalisches Verhalten sowie 
durch ihre Uberfiihrbarkeit in Xanthin mittels salpetriger Siture 
als Guanin identifiziert’ wurden. 

Auf 100 Teile Gesamtstickstoff wurden im Durchschnitt 
von 6 Bestimmungven 3.43 Teile Guaninstickstoff erhalten. 

Shorey spricht den gesamten mittels Kupferoxydul er- 
haltenen Stickstoff als Gesamtstickstoff an, da er die anderen 
Basen nicht isoliert hat. Ob Nanthin und Adenin trotzdem im 
Safte des Zuckerrohrs enthalten sind, lasse ich dahingestellt: 
Carnin und Hypoxanthin konnte er nicht finden, da diese beiden 
Basen durch Bleiessig ausgelallt werden. 

lm Safte von noch wachsenden Zuckerrtiben habe ich 
die Nanthinbasen bestimmt, wober folgende Arbeitsweise  be- 
folet wurde: 

Frisehe Riiben wurden zu einem homogenen brei ver- 
rieben, dieser ausgeprebt, der erhaltene Saft (es wurden all- 
mithlich 25 1 in Arbeit genommen) mit Bleizucker versetzt und 
dann Bleiessig zugefiigt, solange noch ein Niedersehlag austfiel. 

' Zeitschr. f. Unters. v. Nahr.- u. Genufimitt. 1904, 257. 

Berichte, Bd. XATX, S. 2650, 

Journ, of Americ. Chem. Soc., 1899, 452. 

Da der Zuckerrohrsaft bedeutende Mengen von d-Glykose ent- 
hiilt, ist die Bedingung fiir Bildung von Kupferoxydul gegeben und der 
Zusatz anderer Reagentien tiberfliissig. 
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Der Zusatz von Bleizucker hat den Zweck, die Ausscheidung 
von Carnin und Hypoxanthin zu verhindern, welche durch Blei- 
essig allein gefallt werden!) Im Filtrat wurde das iiberschiissige 
Blei mit Natriumsulfat entfernt, das Filtrat vom Bleisulfat) zum 
Sieden erhitzt und aus der kochenden Losung durch unmittelbar 
aufeinanderfolgenden Zusatz von Natriumbisulfit. und Kupfer- 
sulfat die Nanthinbasen als Kupferoxydulverbindungen ausgefillt. 
Nach dem Erkalten wurde der flockige, hellbriiunliche Nieder- 
schlag mit ausgekochtem, miibig warmem Wasser ausgewaschen, 
in lauwarmem Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Das Schwefelkupfer wurde abfiltriert, Wasser 
ausgekocht, ausgewaschen, Filtrat und Waschwasser vereinigt, 
eingedampft, mit Ammoniak versetzt und mit 3°/oiger Silber- 
nitratlosung ausgefallt. Der ausgeschiedene Silberniederschlag 
wurde schnell, da er sich beim Stehen schwiirzte, dureh De- 
kantieren ausgewaschen; im allgemeinen setzt sich der Nieder- 
schlag gut ab. Ist dies nicht der Fall, so fehlt es an Ammoniak, 
jedoch ist ein allzu groBer Uberschub zu vermeiden, da der 
silberniederschlag in Ammoniak nicht ganz unléslich ist. Dann 
wurde derselbe mit verdiinnter Salzsiiure in der Wiirme zer- 
legt, wobei man die Vollendung der Zersetzung daran erkennt, 
dali die Farbe des Niederschlages von rotlichgelb in weib um- 
schlagt und das gebildete Chlorsilber sich rasch absetzt. Die 
in Freiheit gesetzten Basen wurden durch Zusatz von Salzsiure 
in Losung gebracht, die salzsaure Losung derselben auf dem 
Wasserbade cingedampft und der Rest der Salzsiiure durch 
Ofteren Zusatz von absolutem Alkohol vertrieben. 

Der durch den Alkoholzusatz pulvrig gewordene Riickstand 
wurde mit Wasser von 40° digeriert: hierbei zersetzen sich 
die salzsauren Salze des Xanthins, Heteroxanthins und Guanins, 
wenn solche vorhanden, wihrend Hypoxanthin, Adenin und 
Carnin als Hydrochlorate in Losung gehen wiirden. 

Nach 12stiindigem Stehen bei 0° wurde abfiltriert, mit kaltem 
Wasser salzsiiurefrei. gewaschen und dann mit Atheralkohol 
ausgedeckt. Das Filtrat wurde nochmals auf dieselbe Weise be- 


Annalen, Bd. 35. 353; Bd. Cll, 5. 205; Bd. CVII, S. 131. 
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handelt, wobei noch ein geringer in Wasser unloslicher Riickstand 
resultierte, welcher mit dem zuerst erhaltenen vereinigt wurde, 

Zur Trennung der 3 Basen, Heteroxanthin, Guanin und 
Xanthin — 1-Methyvlxanthin war nicht vorhanden — wurden die- 
selben in der fiinfzehnfachen Menge 3,3 °/oiger warmer Natronlauge 
gelost: beim Erkalten schied sich ein Niederschlag, 0,846 g¢ Roh- 
produkt, aus, welcher nach 24 Stunden abfiltriert und mehrere 
Male aus 3,5°/oiger Natronlauge umkristallisiert wurde. Die 
Analyse ergab die fiir das Natriumsalz des Heteroxanthins 


stimmenden Werte. 
0.4850 g Substanz verloren bei 120° 0.1560 g H,O 


O4850 » > mit Schwefelsiure abgeraucht gaben 0,1261 ¢ Na,SO 
Berechnet fiir C,H;NaN,O, +- 5 Gefunden 
32,37 °/o H,O 32,16°/o H,O 
8,27°/o Na 8,42°/o Na. 


Aus dem iibrig gebliebenen Rest wurde durch Behandeln 
mit Kohlensiiure in der Wiirme die freie Base dargestellt und 
aus heifiem Wasser umkristallisiert. Zur Elementaranalyse aus- 
reichende Mengen wurden leider nicht erhalten: es konnte 
nur der Schmelzpunkt mit 365° und der positive Ausfall der 
Weidelschen Reaktion festgestellt werden. Die isolierte Sub- 
stanz diirfte als Heteroxanthin anzusprechen. sein. 

Das Filtrat wurde mit Salpetersaure angesiiuert, mit Silber- 
nitrat versetzt und der erhaltene Silberniederschlag durch Zusatz 
von heifer konzentrierter Salpetersiiure in Lo6sung gebracht: 
beim Erkalten sehieden sich 4,256 g Silbersalz aus, welche 
nach zweimaligem Umkristallisieren aus Salpetersiiture vom 
spezifischen Gewicht 1,31 analysiert wurden. 

0.9542 ¢ Substanz gaben 0,3182 ¢g Ag 
Berechnet fir Guaninsilbernitrat C.H,N,OAgNO, Gefunden 
33,650 Ag 33.35% Ag. 

Infolge des gleich hohen Silbergehaltes des Nanthinsilber- 
nitrates, von dem ja die Guaninverbindung getrennt werden 
sollte, wurde das aus Salpetersiiure umkristallisierte Salz mit 
Salzsiiure zersetzt- und das Filtrat vom Chlorsilber mit NH, 
iibersiittigt; der dabei erhaltene Niederschlag wurde mit heiber 
alkoholischer Kalilauge in Losung gebracht und mit Essigsiiure 
in der Hitze sehwach angesduert. Beim Erkalten der Lésung 
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schieden sich strahlig gruppierte Nadeln aus, die die W eidelsche 
Reaktion nicht gaben. 


Q.1013 ¢ Substanz gaben 42.5 cem N bei 732 mm und 18 C. 


Berechnet fite Guanin C,H,N,0 Gefunden 
46,35 ° N 46,65 N. 


Die Substanz ist demnach als Guanin identifiziert worden. 
Das Filtrat vom Guaninniederschlage wurde mit) Ammoniak 
fast neutralisiert, wobei sich 2,726 ¢ einer Silberverbindung 
abschieden, deren Analyse den fiir Nanthinsilbernitrat stimmen- 
den Wert ergab. 


0.8174 g Substanz gaben 0,2750 g Ag 


Berechnet fiir C,H,N,O,AgNO, Gefunden 
33,540 Ag 33,64°/o Ag. 


Die in analoger Weise wie aus dem Guaninsilbersalz dar- 
gestellte freie Base gab die Weidelsche Farbenreaktion und 
diirfte demnach als Xanthin anzusprechen sein. 

Die von den 3 Basen, XNanthin, Heteroxanthin und Guanin, 
abfiltrierte salzsaure LoOsung wurde mit Ammoniak iibersiittigt, 
wobei noch ein Niederschlag entstand, der sich dureh die Farben- 
reaktionen und sein Verhalten gegen Metaphosphorsiiure als 
(Guanin auswies: die Trennung des Guanins auf obigem Wege 
ist also nicht einheitlich quantitativ. Epiguanin, welches, wenn 
vorhanden, ebenfalls hierbei ausgeschieden werden wirde, fehlte. 

Das Filtrat vom Guanin wurde durch Erwiirmen vom 
Ammoniak befreit, die neutrale Losung der Kiilte mit 
1,1%oiger Pikrinsiureldsung  vollstiindig ausgefallt, Natrium- 
pikratlosung zugesetzt, sofort abfiltriert und mit kaltem Wasser 
mehrere Male ausgewaschen. 

Der Pikrinsiiureniederschlag, 2,038 g¢ Rehprodukt, 
aus heifem Wasser viermal umkristallisiert: das Pikrat bildete 
schone gelbe haarfeine Niidelehen, welche biischelformig gruppiert 
waren und nach dem Trocknen bei 110° eine wollige gliinzende 
Masse darstellten: sie konnten durch die Analyse als Adenin- 
pikrat identifiziert werden. 


wurde 


02076 g Substanz gaben 56.9 com N bei 738 mm und 16° 
0.1458 » >» O1258 ¢ CO, und 0,026 H,O 
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Berechnet fiir C,H,N, - C,H,(NO,),0H Gefunden 
30,77 N 31,0 %/o N 
46,22°/o C 36,62 °/o C 
2,20°o H 1,98°'> H 


Das Filtrat vom Adeninniederschlage wurde mit Schwefel- 
siiure angesiiuert, die Pikrinsiiure mit Benzol ausgeschiittelt, 
die Schwefelsiiure mit Baryt, der titberschiissige Baryt mit Kohlen- 
siiture entfernt, das Filtrat eingedampft, mit Essigsiiure ange- 
siiuert und in der Kiélte mit essigsaurem Kupfer versetzt. Der 
entstandene griinlichbraune Niederschlag wurde abfiltriert, im 
Wasser suspendiert, mit Schwefclwasserstoff zersetzt und die 
vom Schwefelkupfer abfiltrierte Losung zur Kristallisation ein- 
gedampft. Es gelang auch nicht nach 14tigigem Stehen iiber 
Schwefelsiiure, Kristalle zu erhalten: ebensowenig wurden beim 
langsamen Erkalten der heiben wasserigen LOsung in Sigemehl 
Kristalle erzielt, obwohl die Substanz in heibem Wasser be- 
deutend l6slicher als im kalten: erhalten wurden 1,30 g Rohprodukt. 

Durch die Analyse wurde die Identitiét der amorphen 
Substanz mit Hypoxanthin festgesetzt. 


0.2108 g¢ Substanz gaben 0.3424 ¢ CO, und 0,0570 g H,O 


O1465 » > > 53.3 cem N bei 742 mm und 16° 
Berechnet fiir C,H,N,O Crefunden 
4412°%o 44,29 % 
2.94°lo H 3.00% H 
#1,17°/o N 41,40 N. 


Wiire Paraxanthin vorhanden, so miibte es sich ebenfalls 
in der Kupferfiillung vorfinden; durch die genau stimmende 
Analyse ist jedoch die Abwesenheit von Paraxanthin erwiesen. 

Die kupferhaltige Mutterlauge wurde mit Ammoniak wtber- 
siitligt, dann mit einer 3°/oigen Silbernitratlésung versetzt und 
2 Tage an kiihlem Orte stehen gelassen. Der ausgeschiedene 
Niederschlag wurde erst mit Ammoniak, dann mit Wasser 
ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und Filtrat sowie 
Waschwasser im Vacuum eingedunstet. Es hinterblieben 1,420 ¢ 
Rohprodukt, mikroskopische Kristalle, die denen des Leucins 
iithnelten: sie wiesen sich nach mehrmaligem Umkristallisieren 
aus heibem Wasser als Carnin aus. 
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0.2417 ¢ Substanz bei 100° getrocknet gaben 0.3820 CO, und 0.0918 ¢ HO 


: 0.1645 » > gaben 41,2 cem N bei 742 mm und 15° C, 
Berechnet fiir Gefunden 
42.85% C 43.10% C 
4,089 0 H 4.22% H 
28,57 °/o N 28,62 °/o N 


Der Saft der Zuckerritbe, dessen Stickstoffgehalt 0.2345 ¢ 
betrug, enthielt demnach im Liter 


0,00682 g N als Heteroxanthinstickstoff = 0,0202 ¢ Heteroxanthin 
0.03707 » » » Guaninstickstoff = 0,801 » Guanin 
0.01899 » » » Xanthinstickstoff » XNanthin 
0.01451 » » » Adeninstickstoff 00280 » Adenin 
7 0,02141 >» » » Hypoxanthinstickstoff 0,0520 » Hypoxanthin 
4 0,01487 » » » Carninstickstoff == 0,0520 » Carnin. 


Auf 100 Stickstoff berechnen sich: 
029°) Heteroxanthinstickstoff 
1.58°/o Guaninstickstoff 
0,81°'o Xanthinstickstoff 

0,61° Adeninstickstoff 
O,91°/o Hypoxanthinstickstoff 
0.69°/o Carninstickstoff. 
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Einige Worte liber das «6-Hamin >. 
Von 


A. H. Moérner. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Karolinischen Institutes, Stockholm.) 


Der Redaktion zugegangen am 25, April 1904.) 


Fiir das Hiimin war nach Hoppe-Seyler!) die Formel 
C,,H.,N,FeO,Cl als zutreffend angesehen worden, bis Nencki 
und Sieber?) im Jahre 1884 nach der von ihnen erfundenen 
Amylalkoholmethode ein Haimin darstellten, dessen Zusammen- 
setzung der Formel entsprach, worin 
dem Amylalkohol die Bindung als Kristallalkohol zuerteilt 
wurde. Im Jahre 1886 teilten sie®) Analysen mit, wo der Al- 
kohol durch Erhitzen entfernt worden war und das Priiparat 
die Zusammensetzung ,N,FeO,Cl hatte. Die Angaben von 
Neneki und Sieber wurden durch Untersuchungen von 
W. und Bialobrzeski®) gestiitzt. 

Im Jahre 1897 verodffentlichte ich®) eine, durch ihre Er- 
siebigkeit vorteilhafte Darstellungsmethode des Hiimins unter 
Verwendung von Athylalkohol. Die nach dieser Methode dar- 
gestellten Hiiminpraparate hatten eine tibereinstimmende Zu- 
sammensetzung, welche mit der Hiiminformel von Nencki 


Hoppe-Seyler, Mediz.-chem. Unters., 5S. 525. 

?) Nencki und Sieber, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 18, 
S. 401. 

'y Nencki und Sieber, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 20, 
S. 326. 

4) W. Kiister, Ber. d. chem. Gesellsch., 1894, Bd. 27, S. 57 

Bialobrzeski, Ber. d. d. chem. Ges., 1896, Bd. 29, S. 284: 
6 kK. A. H. Mérner, Nord. medic. Arkiv, 1897, Festband, Afh. | 
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Einige Worte iiber das 243 


und Sieber nicht vereinbar war, sondern der Formel 
C,,H,,;N,FeO,Cl entsprach, welche sich von jener durch C,H,O 
unterschied. Dieser Unterschied konnte nicht durch Gegenwart 
von Kristallalkohol in meinen Hiitminkristallen erkliéirt werden; 
soleher war nicht nachzuweisen: aus 5 ¢ konnte ich durch 
Destillation mit Natronlauge nur winzige Mengen Alkohol be- 
kommen. Ebensowenig lief sich Propionsiiure abspalten. Da 
der Unterschied zwischen der Zusammensetzung von Nenckis 
und Siebers Héminkristallen einerseits und meinen Hiimin- 
kristallen andererseits nicht aufgeklirt werden konnte, 
ich sie bis auf weiteres als verschiedene Substanzen betrachten. 
Um Verwechselung vorzubeugen, bezeichnete ich daher meine 
Hiiminkristalle als «8 -Hiimin ». 

Seit dieser Zeit ist die Auffassung von dem, was das 
nichste Spaltungsprodukt des Blutfarbstoffes ist und was man 
eigentlich «Himin» nennen soll, nicht unwesentlich veriindert 
worden. Durch eine eingehende und sehr bedeutungsvolle 
Arbeit haben Nencki und J. Zaleski‘) unsere Kenntnis tiber das 
Himin umvieles bereichert. Unter anderem lehrten sie die Bildung 
von Athern des Hiimins kennen. Ferner haben sie dem nach 
Schalfejeff mit Eisessig dargestellten Hiimin eine eingehende 
Untersuchung gewidmet. Dieses Hiimin, das sie « Acethiimin» 
nennen, soll die Zusammensetzung C,,H,,.N,FeO,Cl haben und 
sich von dem Hiimin Nenckis und Siebers durch den Mehr- 
gehalt einer Acetylgruppe unterscheiden. Mein — « B-Hiimin » 
fassen sie als einen Monoiithyvlither des «Acethiimins» auf: es 
sollte in diesem Falle die Formel C,,H.,,.N,FeO,€l haben. 

Diese Untersuchung des « Acethiimins» ist geeignet, eine 
neue Auffassung von dem anzubahnen, was man eigentlich 
Hiimin nennen soll. Neneki und Zaleski erhielten niimlich 
«Acethiimin»> auch nach Darstellungsmethoden, wobei keine 
Essigsiiure zur Verwendung kam, und sagen (S. 413): «iiber- 
haupt spricht die Gesamtheit der jetzt erhaltenen Resultate 
mehr dafiir, daB dem durch Abspaltung aus dem Hiimoglobin 
entstandenen Hamin die Formel C,,H,,N,FeO,Cl zukommt. 


') Nencki und J. Zaleski. Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 384. 
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kK. A. H. Morner. 


In einer spiteren Abhandlung') nimmt J. Zaleski fiir das 
«salzsaure Hiimin» gerade diese Formel an; dies wird begriindet 
1. durch das sehr zweifelhafte oder sogar negative Ergebnis 
der Versuche, Essigsiiure in umkristallisierten Himinpriiparaten 
(von Acethiimin), deren. Analysen dieser Formel entsprechen, 
nachzuweisen; 2. durch die Darstellung von Athern des soge- 
nannten Acethiimins aus dem nach der Methode von Nencki 
und Sieber gewonnenen Hiimin: 3. durch die Priiparate und 
Analysen des Hiéimins 6-Himins») von K. Moérner, 

W. Kiister?) kommt nach umfassenden Untersuchungen 
zu dem Ergebnis, daf es in der Tat nur ein Hiimin gibt, welches 
der eben erwihnten Formel entspricht; auch fiir das Hiéimin, 
welches nach meiner Methode dargestellt worden war, teilt er 
Analysen mit, welche mit dieser Formel  tibereinstimmen. 
Schlieblich haben J. Hetper und L. Marchlewsk1i*) es sehr 
wahrscheinlich gefunden, dab « Acethiimin» das erste gefiirbte 
Spaltungsprodukt des Hamoglobins sei und dab es daher kurz- 
wee Hiimin genannt werden. solle. 

Als ich nach meiner Methode dargestellte Hiiminkristalle 
als « B-Hiimin » bezeichnete, so wollte ich dadurch diese Substanz, 
deren Zusammensetzung der Formel C,,H,,N,FeO,Cl entsprach, 
von derjenigen unterscheiden, auf die man damals den Namen 
Hiimin bezog, niimlich die Hiiminkristalle von Neneki und 
Sieber, fiir welche die Formel C,,H,,N,FeO,Cl angegeben 
wurde. Wenn man aber fiir das Hiimin die Zusammensetzung 
C,H,,N,FeO,Cl anerkennt, so unterscheidet sich diese Forme! 
nur durch CH yon derjenigen, welche am niichsten mit meinen 
Analysen iibereinstimmt. Dieser Unterschied ist so gering, dal 
die auf Grund dieser beiden Formein ausgefithrten Berechnungen 
der Zusammensetzung nur geringe Differenzen aufweisen. Ich 
eebe eine Zusammenstellung der nach den oben erwiihnten 
Formeln berechneten Zahlen fiir die Hiiminkristalle die 
bei meinen Analysen gefundenen Werte. 


J. Zaleski, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIT, S. 74. 
W. Kiister, Diese Zeitschrift, Bd. XL, 395. 
' J. Hetper und L. Marchlewski, Diese Zeitschr., Bd. XL, 5. 55. 
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Gefunden Hamin- Acethimin» | Monoathylither 
in meimen «B-Hamin llc _. von Nencki «Acethdmins 

Analysen ing Sieber jund Zaleski) und Zaleski 

6 Priip. 2 Priip. berechnet berechnet berechnet 

lo 0 0 0 0 

C 63.26 63.08 63.03 62.9] 62.95 63.49 

H 93,24 5,28 9,25 5.08 5.06 DAE 

N 8,31! 8,49 8.40 9.17 8.50) 8,23 

Fe 8.36 8.50 8.40 9,17 8.59 8,23 

Cl 5.20) 5.18 5.30 5,21 


Da in diesem Falle besonders die Werte des N und Fe 
beriicksichtigt werden miissen, sind meine Analysen mit der 
Formel Nenckis und Siebers nicht zu vereinbaren. Am 
besten stimmen meine Analysen. natiirlich mit derjenigen 
Forme! tiberein, welche aus diesen abgeleitet wurde. Sie sind 
aber auch mit den Werten des « Acethiimins» recht gut ver- 
einbar. Wenn man fiir den Unterschied eine Erkliirung suchen 
will, kann man sie nicht darin finden, dab meine Kristalle 
mit fremder organiseher Substanz, einer solchen, wie sie 
Schalfejeff in Rohacethiimin gefunden und die er « Carcasse » 
genannt hat, verunreinigt waren. Dreimeiner friiher analysierten 
Praparate, welche ich darauf untersuchen konnte, gaben beim 
Auflésen in Chloroform mit 4°/o Chinin einen organischen 
Riickstand von nur etwa 3/,%o: tbrigens ist nach Nencki 
und Zaleski die sogenannte «Carcasse» aus Rohacethiimin iirmer 
an Kohlenstoff (54,02°/o) und reicher Stickstoff (12,83° 0) 
als wie Himinkristalle und kann deshalb nicht zur Aufkliirung 
des genannten Unterschiedes herangezogen werden. Eher kann 
man an eine partielle Atherifizirung denken, da meine Analysen- 
werte zwischen denen des Acethiimins und denjenigen eines 


') K. A. H. Morner, Nord. med. Arkiv, 1897, Festband, Afh. Nr. 1, 
S. 10. 
*) K. A. H. Mérner, Nord. med. Arkiv, 1897, Festband, Afh. Nr. 26, 


s. 4 und &, 
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Monoithylithers desselben liegen. Der Gehalt an atherifiziertem 
Hiimin diirfte doch nur gering gewesen sein; nach der Destil- 
lation von 5 @ der Hiiminkristalle mit Natronlauge konnte ich 
nur winzige Mengen von Jodoform darstellen (Abh. 1S. 4), 
sodab ich das Ergebnis eigentlich als negativ betrachtete, 
wiihrend ich andererseits aus einem unzweifelhaften Ather des 
Hiimins (Diithylither) derselben Weise aus nur 1 ¢ eine 
reichliche Menge Jodoform darstellen konnte: leider sind meine 
analysierten Himinpréparate verbraucht, keine Alky!- 
bestimmung in Zeisels Apparat nachgeholt werden konnte. 
W. Kiister!) untersuchte Himinkristalle, die nach meiner 
Methode dargestellt waren, und erhielt bei der Alkylbestimmung 
in Zeisels Apparat ein negatives Resultat. Auf Grund der oben 
anvefiiirten Untersuchungen von J. Hetper und L. Mareh- 
lewski kann man doch sagen, dab, je nach der Handhabung 
der Darstellungsmethode, eine teilweise Atherifizierung des Hiimins 
bisweilen. yvorkommen kann. 

Da ich die Bezeichnung «p-Hiimin» fiir die nach meiner 
Methode dargestellten Haminkiistalle eingefithrt habe, liegt es 
mir ob, die Frage zu beantworten, ob diese Bezeichnung immer 
noch, nach der veranderten Auffassung beziiglich des «Hiimins >». 
azweckmiibig ist und beibehalten werden soll. Wenn man mit 
J. Zaleski, W. Kiister, J. Hetper und L. Marchlewski 
anninimt, dab die von Neneki und J. Zaleski untersuchte 
und «Acethiimin» genannte Substanz dem entspricht, was man 
Hiitmin nennen soll, so weichen die Analysen der nach meiner 
Methode dargestellten Héiminkristalle von den aus der Formel 
berechneten Werten so wenig ab, dab man 
kaum berechtigt ist, von eimem besonderen «B-Hamin» zu 
sprechen, besonders nicht, wenn man zugibt, dab die Dar- 
stellung bisweilen eine teilweise, wenn auch nicht bedeutende 
Atherilizierung mitftthren kann. Auch andere Unterscheidungs- 
merkmale, als die Zusammensetzung, welehe zugunsten einer 
sonderstellung des nach meiner Methode dargestellten Hiimins 
angefiihrt werden konnten, sind durch die Arbeiten von 
W. Kiister, J. Hetper und L. Marchlewski beseitigt worden. 


' W. Kiister. Ber. d. d. chem. Gesellsch., 1902, Bd. 33, S. 2951. 
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Es scheint mir daher berechtigt, den Namen 
fallen zu lassen und die nach meiner Methode dargestellten 
Hiiminkristalle als mit der Formel C,,H,,N,FeO,Cl, auf welche 
man jetzt die Benennung Hiimin bezieht, tibereinstimmend auf- 
zufassen. Das daraus dargestellte Hiimatin dann C,H, .N,FeO, 
geschrieben werden, welche Formel, wie W. Kuster hervor- 
hebt, schon von Hoppe-Seyler angegeben wurde. 

Was meine Hiimindarstellungsmethode betrifft, so spricht 
diese Entwickelung der Auffassung zugunsten derselben: nicht 
nur dafi sie sehr ergiebig, billig und wenig miihvoll ist; nach 
der vorliegenden Erfahrung liefert sie auch, wenn man davon 
absieht, daB eine teilweise Atherifizierung bisweilen vorkommen 
kann, cin Priiparat, welches bei geeigneter Handhabung der 
Methode sehr rein ist. 


Stockholm, im April 1904. 
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Uber den Schmelzpunkt des Glukuronsduresemikarbazons. 
(Erwiderung an Prof. E. Fromm.) 
Von 
G. Giemsa, 
Assistent am Institut fiir Sefiffs- und Tropenkrankheiten in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1904.) 


Vor kurzer Zeit berichtete EK. Fromm,:‘) der Semikarbazid- 
verbindung des Glukuronsiiurelaktons nicht der Schmelzpunkt 188°, wie 
ich?) seiner Zeit angegeben habe, zukomme, sondern dafs dieser zwischen 
202 und 206° liege. 

Von der Richtigkeit der Frommschen Angaben konnte ich mich 
keineswegs iiberzeugen. 

Wenn man nach der Gattermannschen Vorschrift arbeitet, welche 
dieser in seinem «Praxis des organischen Chemikers» betitelten Hand- 
buch (3. Aufl. S. 59) gibt, wobei, wie dort angegeben, die Substanz vorher 
in der Kapillare mit Hilfe eines diinnen Glasfadens zusammengestopft 
wird, beobachtet man folgendes: Bei 160° fiingt die Substanz bereits 
an, sich zu verfiirben, ber [80° wird sie schwarzbraun und beginnt stark 
zu sintern. Erhitzt man dann, wie Gattermann vorschreibt, sehr 
allméhlich Grad fiir Grad weiter, so tritt jedesmal prompt bei 188 
bis 189° Schmelzpunkt unter stiirmischer Zersetzung ein. Erhitzt man 
etwas schneller. so beobachtet man natiirlich einen um einige Grade 
héheren Scehmelzpunkt. Der von Fromm angegebene kann aber nur 
ber zweckwidrig raschem Erhitzen gefunden werden. 

Herr Fromim hat zwar auf meine Vorsteliune hin in einem an 
mich gerichteten Schreiben zugegeben, bei langsamerem Erhitzen 
ein um einige Grade tiefer liegender Schmelzpunkt (194—197°) zu erzielen 
ist, ohne indessen diese Beobachtungen in seiner Arbeit zu publizieren. 

Da die Semikarbazidverbindung der Glukuronsiure fiir den Nach- 
weis kleiner Mengen der letzteren von grofer Bedeutung ist, weil sie 
bei der von mir angegebenen Reaktion fast quantitativ. schénen 
Kristallen ausfillt und durch Umkristallisieren leicht in grofter Reinheit 
herzustellen ist. erscheint es mir wichtig, die Angaben Fromms zu 
berichtigen. 

Hamburg, den 24. April 1904. 


Fromm, Uber das Verhalten des Sabinols im Tierkérper. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII, Heft 3. 

2) Giemsa, Uber einige Verbindungen des Glukuronsiiurelaktons. 
Ber. d. deutsch. chem. Ges., Jahrg. XXXII Heft 16. 
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Bemerkung zur Mitteilung von Rudolf Adler und Oskar Adler: 


Uber eine Reaktion im Harn bei der Behandlung mit Resorcin.. 
Von 
Heinrich Rosin. 


Der Redaktion zugegangen am 26, April 1904.) 


In Heft 3. Bd. dieser Zeitschrift, beschreiben die Herren 
Adler eine Fehlerquelle der Seliwanoffsechen Reaktion auf Frucht- 
zucker: sie weisen darauf hin. dafS ein anderer, mit der Laivulose nicht 
identischer Kérper die Reaktion ebenfalls hervorrufe, und sie sind der 
Meinung. dafi die salpetrige diese ahnliiche Farbenverdinderung 
erzeugen koénne. 

Offenbar ist den Verfassern meine Arbeit tiber eine 
Verschirfung der Seiiwanoffschen Reaktion (diese Zeitschrift. 
Bd. XXXVIIL, Heft 5u. 6) v6llig unbekannt geblieben. Ich habe daseibst 
darauf aufmerksam gemacht, daf\ die von mir angegebene Verschirfung, 
welche auf Ausschiittelung mit Amylalkohol nach vorheriger Neutrali- 
sierung mit kohlensaurem Natron und auf spektroskopischer Betrachtung 
beruht. auch «gestattet, anderweitige Rotlarbungen, die beim Kochen anderer 
Substanzen mit Salzsiiure und Resorein entstehen, von denjenigen zu 
unterscheiden, welche die Ketosen ergeben. 

Auch ich hatte némlich die Erfahrung gemacht, daly gewisse Harne, 
und besonders diabetische und nephritische, »uweilen eime rosarote Farbung 
bei Anstellung der Seliwanoffschen Probe ergeben; freilich war eine 
Verwechslung deshalb so gut wie ausgeschlossen, weil die Farbung nach 
einigermafen intensivem Erhitzen wieder schwindet, wiihrend die Seli- 
wanoffsche stets bestehen bleibt. (Auch die Verfasser obiger Mitteilung 
geben an, dafs die von ihnen beobachtete Farbung mitunter bald nach 
ihrem Auftreten verschwindet.) 

Es diirfte gewifS von Interesse sein, auch dieser anderweitigen 
Rotfirbune naherzutreten, wie es die Verfasser beabsichtigen.  Dieselbe 
aber von der Seliwanotfschen za unterscheiden, wird thnen= stets 
leicht sein. wenn sie meine Angaben dabei beriieksichtigen werden, 
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Erstes Heft: Die Schadelformen der elséssischen Be- 
volkerung in alter und neuer Zeit. Eine anthro- 
pologisch-historische Studie tiber siebenhundert Schidel 
aus den elsassischen Ossuarien von Dr. med. Edmund 
Blind. Mit einem Vorwort von Dr. G. Schwalbe; mit 
zehn lithogr. Tafeln und einer Karte. 4°. VIII, 112 S. 
1898. -% 15.—. 


Zweites Heft: Die Korpergrosse der Wehrpflichtigen 
des Reichslandes Elsass-Lothringen. Nach amt- 
lichen Quellen bearbeitet von Dr. G. Brandt, Stabs- 
und Abtheilungsarzt im Feld-Art.-Regt. Nr. 15. Mit 
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Drittes Heft: Der Schaédel von Egisheim. Von Professor 
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»Ven Arbeiten von Ecker und Ammon fiir Baden, von J. Ranke fiir 
Bayern reihen sich in ausgezeichneter systematischer Weise die Arbeiten 
der Strassburger anthropologischen Schule an, die unter G. Schwalbes Fiihrung 
einen der Brennpunkte anthropologischer Forschung in Deutschland bildet. 
Es war ein besonders gliicklicher Gedanke des Leiters der dortigen Anatomie, 
alle daselbst eingelieferten Leichen auf ihre wichtigsten anthropologischen 
Merkmale zu untersuchen, und so hat sich bereits ein genau beobachtetes 
Material von 2700 Individuen beider Geschlechter und aller Altersstufen 
dort angesammelt, von denen 1800 allein dem Unterelsass angehéren. Aber 
das ist nicht das einzige Material, auch Beobachtungen an Lebenden (besonders 
bei Rekrutenaushebungen), sowie Grabreste aus alter und neuerer Zeit dienen 
mit zur Gewinnung des Gesamtbildes der Anthropologie Elsass-Lothringens, 
das in Einzeluntersuchungen zur Darstellung kommen und nicht nurdie Typen 
der jetzigen Bevélkerung, sondern auch méglichst eingehend die Wande- 
lungen der somatischen Verhaltnisse des Landes im Laufe der Zeiten um- 
fassen wird... .“ Emil Schmidt, Globus 1898. 
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Eine der bedeutendsten Fabriken der Nahrungsmittel- 
branche Norddeutschlands — Dampfmihle, Brotbackerei, 
Olfabrik — beabsichtigt 

einen Chemiker 


einzustellen. 

Bewerber, welche auf dem Gebiet der Nahrungsmittel- 
chemie und der Gahrungsindustrie durchaus bewandert sind, 
wollen ihre Bewerbungsgesuche mit Gehaltsanspriichen unter 
T. B. D. 100 an die Expedition dieser Zeitschrift einsenden. 
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Tierkérper bei denjenigen Tages bedient, deren Verlauf man 


chemisch verfolgen kann..... 
Wochenschrift. N. F. III. Nr. 23. 


«Der Inhalt dieser Arbeit lift sich kurz nicht wiedergeben. Wir 
empfehlen aber ihre Lektiire allen, die an toxikologisch-chemischen 


Fragen Interesse haben.» 
Pharmaceutische Zeitung 1903, Nr. 86. 


Untersuchungen tiber die Nucleine 
und ihre Spaltungsprodukte. 


Dr. A. KOSSEL. 
8°. 18 S. 1881. Preis & 1.—. 


Indische Medicin 


von 
Julius Jolly. 


(Grundriss der indo-arischen Philologie und Altertumskunde 
begriindet von Georg Biihler, fortgesetzt von F. Kielhorn. 
Ill. Band, 10. Heft.) 

Gr. 8°. 140 Seiten. 1901. M. 7.— 


Auf Grund dieser Arbeit wurde Professor J. Jolly zum Ehrendoktor 
der medizinischen Fakultaét der Universitat Géttingen ernannt. 


M. Du Mont-Schauberg, Strassburg — 166. 
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